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Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah 
 
Povzetek 
Prader-Willijev sindrom (PWS) je kompleksna multisistemska genetska bolezen, ki 
povzroča nevrološke, metabolne, endokrine in vedenjske motnje. Bolezen je posledica 
pomanjkanja izražanja očetovsko podedovanih genov na 15q11.2-q13 genomski regiji. 
Številne študije z mikrodelecijami so zožile kritično regijo PWS na gručo genov 
SNORD116, ki predstavlja glavno genetsko determinanto bolezni. Gensko gručo 
SNORD116 sestavlja 29 homologov, ki spadajo v družino malih nukleolarnih RNA s C/D 
ohranjenim motivom. Sekvenca SNORD116 ni komplementarna nobeni od kanoničnih 
RNA-tarč, zato ostaja biološka funkcija teh nekodirajočih RNA še neznana. Ravno iz tega 
razloga je ena izmed najpomembnejših nalog raziskav na tem področju iskanje in 
ovrednotenje nekanoničnih RNA-tarč iz družine SNORD116, ki bi bistveno pripomogle 
k določitvi vloge genske gruče pri patofiziologiji bolezni. V diplomskem delu smo s 
tehnologijo scCRISPR poskušali ustvariti celični liniji NTERA2/D1 in SH-SY5Y z 
izbitima genskima gručama SNORD116. Celična modela bi služila kot osnova za 
nadaljnje raziskovanje in validiranje najbolj verjetnih potencialnih tarč družine 
SNORD116. S pomočjo spletnih orodij smo na lokusu PWS izbrali tarčna zaporedja in 
načrtali sgRNA, ki smo jih nato s PCR amplificirali ter podaljšali, da smo dobili ustrezne 
komponente za sistem scCRISPR. Po tem, ko smo pripravili vse komponente in preverili 
njihovo ustreznost, smo z različnimi metodami optimizirali učinkovitost transfekcije pri 
obeh celičnih linijah. Plazmida in konstrukta sgRNA smo nato z načinom, ki se je izkazal 
za najbolj učinkovitega, vnesli v celice in preverjali, če so komponente sistema scCRISPR 
povzročile izbitje genske gruče SNORD116 v celičnem okolju. Za preverjanje smo 
uporabljali posamezne izolirane klone, pri katerih smo s specifičnimi začetnimi 
oligonukleotidi analizirali spremembe na genomski DNA na lokusu PWS. Izbitje genske 
gruče SNORD116 ni bilo uspešno pri nobeni od izbranih celičnih linij, najverjetnejši 
vzrok za negativen rezultat pa je prenizka učinkovitost transfekcije. Kljub temu, da nismo 
uspeli izdelati željenih celičnih modelov, smo v diplomskem delu uspešno vzpostavili 
sistem in metode potrebne za spreminjanje genoma s sistemom CRISPR/Cas9. Poleg tega 
smo optimizirali metode za preverjanje vnosa mutacij in selekcioniranja ter generiranja 
posameznih klonov. Naše ugotovitve bodo služile kot osnova za nadaljnje poskuse izbitja 
večjih genskih segmentov v celičnem okolju in s tem generiranjem modelov, ki nam bodo 
v prihodnje pomagali pri odkrivanju biološke vloge te enigmatične genske gruče. 
Ključne besede: Prader-Willijev sindrom, SNORD116, scCRISPR, NTERA-2/D1,     
SH-SY5Y 
 
 
  
 
 
Deletion of SNORD116 gene cluster from the Prader-Willi locus in mammalian cell 
lines 
Abstract 
Prader-Willi syndrome (PWS) is a complex multisystemic genetic disorder with 
implications on the endocrine and neurologic systems, metabolism, and behaviour. PWS 
arises from the lack of expression of genes on the paternally derived chromosome 
15q11.2-q13. Cases harbouring microdeletions narrowed the PWS critical region to the 
SNORD116 family, which is the primary genetic determinant of the PWS phenotype. 
SNORD116 gene cluster consists of 29 homologous genes that belong to the group of   
C/D-box small nucleolar RNAs. Since SNORD116 lacks obvious antisense elements 
against canonical RNA targets, its biological function remains largely unknown. For this 
reason, one of the most important tasks in this field of research is to identify the              
non-canonical RNA targets of SNORD116 that would significantly help determine the 
role of this gene cluster in the pathophysiology of the disease. Within this work, we 
wanted to create SNORD116 knock-out cell models using the scCRISPR method in 
NTERA2/D1 and SH-SY5Y cell lines. The cellular models would serve as a basis for 
further research and validation of the most probable potential targets of SNORD116. 
Firstly, we selected target sequences at the PWS locus and designed sgRNAs, which were 
then amplified and extended by PCR to obtain the appropriate components for the 
scCRISPR system. After we prepared and validated all components, we tried to optimize 
the transfection efficiency in both cell lines with various methods. Both plasmids and 
sgRNA constructs were then introduced into cells with the method that proved to be the 
most effective. To check if the scCRISPR system caused the desired deletion in target 
cells we analysed changes in genomic DNA at the PWS locus in individual isolated clones 
by PCR with specific primers. Unfortunately, the deletion of SNORD116 was 
unsuccessful in both of the selected cell lines, most likely due to low transfection 
efficiency. Despite the fact that we were not able to create the desired cell models, we 
successfully optimized the CRISPR/Cas9 system and methods needed for site-directed 
genome editing. In addition, we optimized methods to verify mutations and methods for 
the selection and generation of individual clones. We believe our work provides good 
basis for further knock-out experiments and thus generation of cell models that will help 
us discover the biological role of this enigmatic gene cluster. 
Keywords:  Prader-Willi syndrome, SNORD116, scCRISPR, NTERA2/D1, SH-SY5Y
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1 Uvod 
1.1 Prader-Willijev sindrom 
Prader-Willijev sindrom (PWS) je kompleksna multisistemska genetska bolezen, ki 
povzroča nevrološke, metabolne, endokrine in vedenjske motnje [1]. Bolezen se v večini 
primerov pojavlja sporadično s pogostostjo 1:15.000 do 1:30.000 [1, 2].  
Sindrom so prvič opisali švicarski zdravniki Prader, Labhart in Willi leta 1956, ko so 
opazovali skupino otrok s podobnim vzorcem kliničnih simptomov. Z nadaljnjim 
raziskovanjem bolezni so odkrili, da se v posamezni fazi otrokovega razvoja, znaki PWS 
manifestirajo na več različnih načinov [3]. 
Simptomi, ki se kažejo že pri novorojenčkih, so hipotonija, težave pri sesanju in požiranju 
ter zapoznel gibalni razvoj. V naslednji fazi bolezni pa sta najbolj izstopajoča znaka 
hiperfagija in odsotnost občutka sitosti, ki posledično, če ostaneta nenadzorovana, lahko 
vodita do morbidne debelosti otroka že pri šestem letu starosti. Poleg tega se bolnikom 
zmanjša poraba kalorij v mirovanju (tudi do 60 % nižja kot pri zdravih otrocih z enako 
težo), kar še dodatno poveča tveganje za debelost, ki jo spremljata metabolni sindrom in 
sladkorna bolezen tipa 2 [1, 2]. Življenjska doba bolnikov s PWS je v povprečju 30 let, 
najpogostejši vzrok smrti pa so ravno srčne in dihalne motnje povezane z debelostjo [2, 
4].  
Pri bolnikih s PWS se razvije tudi hipotalamična disfunkcija, ki povzroči številne 
endokrinopatije, vključno s hipotiroidizmom, kroničnim pomanjkanjem rastnega 
hormona, adrenalno insuficienco, zmanjšano mineralno gostoto kosti in 
hipogonadizmom, ki povzroča neplodnost. Bolniki imajo prepoznaven vzorec dismorfnih 
značilnosti, kot so mandljaste oči, tanka zgornja ustnica, ozko čelo, izrazito majhne dlani 
in stopala ter nižja rast [5]. Tipičen vedenjski fenotip vključuje izbruhe jeze, trmoglavost, 
manipulativno vedenje in obsesivno-kompulziven značaj, kar v zgodnji odrasli dobi lahko 
vodi v razvoj psihoze. Običajna sta tudi duševna zaostalost in nižja stopnja inteligence 
[3, 6].  
Tako kot za večino človeških genetskih bolezni, tudi za bolnike s PWS, ni nobene klinične 
tarčno usmerjene molekularne terapije. Standardne terapije za PWS ni možno vnaprej 
določiti, saj je zdravljenje usmerjeno v specifične simptome, ki se sproti pojavijo pri 
vsakem posamezniku. Zgodnja postavitev diagnoze in multidisciplinarna oskrba sta 
ključna za izboljšanje zdravja ter kvalitete življenja bolnikov [3].  
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1.1.1 Molekularno ozadje bolezni 
Bolezen je posledica pomanjkanja izražanja očetovsko podedovanih genov na                          
15q11.2-q13 genomski regiji (v nadaljevanju tudi regija PWS). Praviloma ljudje 
podedujemo dve kopiji kromosoma 15, enega od očeta in drugega od matere. Pri zdravi 
osebi se geni iz regije PWS izražajo le iz paternalno podedovanega kromosoma, saj so 
geni na maternalno podedovanem kromosomu transkripcijsko utišani zaradi epigenetske 
regulacije. Vzorec vtisnjenja na genskem lokusu PWS je reguliran z diferencialno 
metilirano regijo (angl. Differentially methylated region), ki leži na 5'-koncu 
bicistronskega gena SNURF-SNRPN (slika 1). Temu diferencialno metiliranemu CpG 
otočku pravimo tudi kontrolni element vtisnjenja (angl. Imprinting center, IC) za ta lokus, 
saj nadzoruje izražanje bližnjih genov. Diferencialna metilacija, ki se vzpostavi na      
PWS-IC v zarodnih celicah staršev med ali po gametogenezi, se ohrani tudi po oploditvi, 
kljub obsežnemu epigenetskemu reprogramiranju, ki nastopi tik pred embrionalnim 
razvojem [7]. Na maternalno podedovanem kromosomu je PWS-IC metiliran, kar med 
embriogenezo vodi v rekrutacijo acetilne in metilne kromatinske oznake, ki zatira 
transkripcijo maternalnih genov PWS. Točen mehanizem, s katerim PWS-IC uravnava 
izražanje vseh vtisnjenih genov na lokusu, ostaja še nepojasnjen [8, 9]. 
Poznamo štiri primarne molekularne mehanizme, ki lahko vodijo v PWS. Najbolj pogost 
genetski vzrok (~70 %) je de novo 5–7 Mb dolga delecija na paternalnem kromosomu na 
regiji 15q11-q13. Pogoste prelomne točke (angl. breakpoints) se nahajajo v regijah, ki 
vsebujejo številne kopije tandemskih ponovitev, slednje pa so podvržene homologni 
rekombinaciji med mejozo, kar lahko vodi do naključnih delecij (slika 1) [6]. Približno 
25 % pacientov s PWS ima maternalno uniparentalno disomijo 15 (mUPD 15). Čeprav 
slednji podedujejo dve kopiji genov iz PWS regije, so ti utišani zaradi maternalnega 
vzorca vtisnjenja na obeh kromosomih. Do mUPD 15 pride zaradi naključne napake v 
mejozi, kjer se kromatidi ne ločita med mejozo I ali II in postaneta obe del enega jajčeca. 
Ob oploditvi s spermijem ima taka zigota 47 kromosomov, kar tipično vodi v splavitev 
zaradi trisomije 15. V določenih primerih pa pride do razrešitve trisomije 15 (angl. 
trisomy rescue), kjer se eden izmed kromosomov izloči iz trisomske celice. mUPD15 
nastane v primeru, ko se izloči ravno paternalno podedovan kromosom. Kljub temu, da 
se pri večini ljudi bolezen pojavi sporadično, so pri določenem deležu bolnikov s PWS 
(~3 %) krive dedne napake, kot je okvara pri mehanizmu vtisnjenja genov, ki se lahko 
pojavi zaradi mikrodelecije PWS-IC ali zaradi nepopolne odstranitve maternalnega 
vzorca vtisnjenja med spermatogenezo [10]. Posledično to povzroči transkripcijsko 
inaktivacijo genov iz regije PWS tudi na paternalno podedovanem kromosomu. 
Paternalna kromosomska translokacija je najredkejši genetski primer, ki se pojavlja pri 
manj kot 1 % vseh bolnikov s PWS [8]. 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
3 
 
1.1.2 Genski lokus PWS 
Genski lokus PWS je 4–6 Mb dolga kompleksna kromosomska regija na 15q11.2-q13, ki 
poleg številnih vtisnjenih genov vsebuje tudi veliko različnih vrst nekodirajočih RNA 
(slika 1) [11, 12]. Kromosomska regija obsega pet paternalno izraženih genov, ki kodirajo 
proteine (MKRN3, MAGEL2, NDN, NPAP1 in bicistronski SNURF-SNRPN) ter dva 
maternalno izražena gena (UBE3A in ATP10A). Neizražanje UBE3A na maternalno 
podedovanem kromosomu vodi v drugo genetsko bolezen imenovano Angelmanov 
sindrom (AS). SNURF-SNRPN je kompleksen gen, ki ima 11 eksonov, poleg tega pa sta 
promotor in prvi ekson gena del PWS-IC, ki kot že prej omenjeno nadzoruje izražanje 
genov v regiji. Na lokusu se med SNRPN in UBE3A nahaja šest različnih gruč malih 
nukleolarnih RNA (angl. small nucleolar RNA, snoRNA), vključno z SNORD64, 
SNORD107, SNORD109A/B, SNORD116 in SNORD115. Funkcije večine snoRNA 
ostajajo še nepojasnjene, tako kot tudi funkcije večine ostalih nekodirajočih RNA 
transkriptov izraženih iz lokusa [8, 12]. Presenetljiva značilnost organizacije genov 
SNORD v regiji PWS je, da se nahajajo v gručah, kjer je veliko kopij gena, ki imajo 
visoko sekvenčno homologijo. Gensko gručo SNORD116 sestavlja 30 kopij gena, 
SNORD115 pa 48. Tako visoko repetitivna organizacija genov je bila opažena samo še 
za eno gručo SNORD v človeškem genomu, ki se nahaja na 14q32 regiji [12]. 
Čeprav so večje paternalne delecije, ki obsegajo številne vtisnjene in ne-vtisnjene gene, 
najpogostejši razlog za razvoj PWS, so neobičajni primeri s paternalnimi mikrodelecijami 
bistveno pripomogli pri identifikaciji genov, ki so ključni za razvoj fizičnih in 
nevroendokrinih fenotipov bolezni. Z raziskavami petih kliničnih študij bolnikov s PWS 
s paternalnimi mikrodelecijami so znanstveniki zožili kritično regijo PWS (angl. PWS 
critical region, PWS-cr) na tri nekodirajoče RNA gene (slika 1). 91 bp dolga PWS-cr je 
centrirana na gručo genov SNORD116, vključuje pa tudi SNORD109A in IPW, ki nosi 
zapis za dolgo nekodirajočo RNA (angl. long non-coding RNA, lncRNA) [13–17]. 
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Slika 1: Genska karta kromosomske regije PWS na 15q11.2-q13. Na karti so označeni in 
poimenovani najbolj pomembni geni, ki se nahajajo na lokusu. Regija PWS vključuje štiri protein-
kodirajoče gene brez intronov (MKRN3, MAGEL2, NDN, NPAP1) in bicistronski gen SNURF-
SNRPN, ki se izražajo samo iz paternalno podedovanega kromosoma (označeni s temno modro 
barvo). PWS-IC, ki nadzoruje izražanje genov v regiji, je označen z rumeno barvo. Nekodirajoči 
RNA transkripti (SNORD geni in IPW) se prav tako izražajo samo iz paternalno podedovanega 
kromosoma in so označeni s turkizno in svetlo modro barvo. Najpogostejši vzrok za nastanek 
PWS so večje delecije, ki poleg regije PWS obsegajo tudi maternalno vtisnjene (označeni z roza 
barvo) in številne ne vtisnjene gene (označeni s sivo barvo). Pogoste prelomne točke so označene 
s prekinjenimi črnimi črtami (delecija tipa I: od BP1 do BP3, delecija tipa II: od BP2 do BP3). 
Polne črne črte prikazujejo razpon posameznih dokumentiranih mikrodelecij, oranžen 
pravokotnik pa njihov presek, ki je definiral PWS-cr (povzeto po [13]).  
Za SNORD109A se je dolgo predpostavljalo, da nima bistvenega vpliva na fenotip 
bolezni, saj se njegova genska kopija SNORD109B nahaja izven PWS-cr in je 
funkcionalna redundantnost med kopijama, ki sta 100 % homologne, zelo verjetna. Poleg 
tega gen za SNORD109 ni ohranjen med sesalci (v miših, ki so ene izmed glavnih 
modelnih organizmov, ni homologa), kar naj bi še dodatno podpiralo teorijo, da nima 
ključne vloge pri PWS [12]. Smiselno funkcijo za SNORD109A so odkrili Xiang et al., 
ko so identificirali dva nenavadna transkripta lncRNA, ki sta imela sekvenco SNORD na 
5'-koncu in poli(A) rep na 3'-koncu. Poimenovali so jih SPA-lncRNA, pri čemer SPA1-
lncRNA sestavlja SNORD107, SPA2-lncRNA pa SNORD109A. Transkripta se kopičita 
v bližini svojih transkripcijskih mest v jedru, kjer se povezujeta z različnimi RNA-
vezavnimi proteini (angl. RNA binding proteins, RBPs), kot so FOX2, TDP43 in hnRNP 
M. Splošno je znano, da so ti RBP vključeni v različne procese uravnavanja metabolizma 
mRNA, zato bi sekvestracija RBP iz strani SPA-lncRNA lahko vplivala na njihove 
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številne funkcije, predvsem pa na alternativno povezovanje eksonov. Drugačna 
prerazporeditev RBP v celicah zaradi PWS bi tako lahko spremenila vzorce vezave RBP 
in povzročila nenavadne spremembe v procesiranju mRNA. Dokazali so, da delecija 
SPA-lncRNA genov v človeških embrionalnih matičnih celicah spremeni alternativno 
povezovanje eksonov več kot 300 genov, pri čemer so nekatere spremembe dokazali tudi 
z induciranimi pluripotentnimi matičnimi celicami (angl. induced pluripotent stem cells, 
iPSCs) pridobljenih iz bolnikov s PWS [3, 12, 18].  
Tudi za IPW so predvidevali, da nima pomembne vloge pri razvoju PWS, saj se 
paternalno podedovana delecija Ipw pri miših pojavlja asimptomatsko [19]. V zadnjih 
letih pa so odkrili, da ima IPW pomembno vlogo pri natančnem uravnavanju izražanja 
genov na vtisnjeni domeni DLK1-DIO3 na kromosomu 14. Ugotovili so, da imajo iPSC, 
pridobljene iz bolnikov s PWS, povečano raven izražanja genov iz domene DLK1-DIO3, 
ki podobno kot regija PWS, kodira različne lncRNA, SNORD in miRNA. Povečano 
ekspresijo teh genov pa spremlja tudi znižana stopnja trimetilacije histona H3 
(H3K9me3) na IC, ki regulira izražanje na regiji 14q32. Ektopično izražanje IPW v 
iPSCs, ki so jih pridobili  iz bolnikov s PWS, je obnovilo raven H3K9me3 in zmanjšalo 
izražanje nekodirajočih RNA genov. Na podlagi teh ugotovitev so predlagali model, pri 
katerem bi se IPW povezal s histonsko metiltransferazo G9a in jo usmeril na IC na domeni 
DLK1-DIO3, kjer naj bi kompleks uravnaval zmanjšanje ekspresije maternalno izraženih 
genov. Odkritje ni zanimivo le zato, ker dokazuje obstoj genske regulatorne mreže med 
vtisnjenimi regijami, ampak tudi zato, ker bi lahko določeni manj opazni fenotipi PWS 
izvirali iz povečanega izražanja nekodirajočih RNA genov na domeni DLK1-DIO3 [20]. 
Iz teh raziskav je jasno, da je kompleksen in večplasten fenotip PWS lahko posledica 
pomanjkanja izražanja številnih genov na regiji PWS, vključno z IPW in SNORD109A. 
Kljub temu pa raziskave na mišjih in celičnih modelih ter klinične študije z 
mikrodelecijami implicirajo na ključno vlogo gruče genov SNORD116, ki naj bi 
predstavljala glavno genetsko determinanto pri razvoju PWS [21]. 
1.2 SNORD 
V zadnjem desetletju je postalo očitno, da imajo RNA, ki so prepisane iz nekodirajočih 
regij, bistvene funkcije pri uravnavanju različnih bioloških procesov. Čeprav se v RNA 
prepiše 90 % evkariontskega genoma, protein kodirajoči geni pokrivajo le majhno 
frakcijo (2–3 %), pri čemer večino transkriptoma sestavljajo nekodirajoče RNA, ki 
predstavljajo različne strukturne in funkcionalne razrede vpletene v širok razpon 
regulatornih mehanizmov [22].  
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1.2.1 Male nukleolarne RNA s C/D ohranjenim motivom 
Vse snoRNA iz regije PWS spadajo v skupino malih nukleolarnih RNA s C/D ohranjenim 
motivom, ki jih imenujemo tudi SNORD (angl. C/D box small nucleolar snoRNAs). 
SNORD uvrščamo v družino malih nekodirajočih RNA, od katerih ima večina 
regulatorno funkcijo pri posttranslacijskih modifikacijah. SNORD so od 60 do 300 
nukleotidov (nt) dolge molekule RNA, ki imajo dva ohranjena sekvenčna elementa: C-
zaporedje (5'-RUGAUGA-3', R je purin) pri 5'-koncu in D-zaporedje (5'-CUGA-3') pri 
3'-koncu molekule. Poleg tega pa vsebujejo tudi manj ohranjena C in D motiva v centralni 
regiji, ki jih označujemo kot C' in D'. Ti motivi določajo sekundarno strukturo RNA, saj 
se segmenta nukleotidov pri C in D zaporedjih pri zrelih SNORD povežeta skupaj v K-
zavojni motiv (angl. kink-turn motif, K-turn), da tvorita 5'→3' terminalno steblo (slika 
2A). Taka struktura ima pomembno vlogo pri stabilizaciji, reaktivnosti in intracelularnem 
transportu molekul SNORD ter interakcijami z RBP [12, 23].  
Z izjemo genov SNORD3, SNORD13 in SNORD118, ki so neodvisno prepisani iz lastnih 
promotorjev, se sesalski geni SNORD vsi nahajajo v intronskih regijah protein 
kodirajočih ali nekodirajočih RNA genov, ki jim pravimo tudi gostiteljski geni SNORD 
(angl. SNORD host genes, SNORD-HG). SNORD-HG se običajno prepisujejo z RNA-
polimerazo II, ki sintetizira tudi mRNA, vendar v nasprotju z molekulami mRNA, ki se 
izvažajo v citoplazmo, snoRNA ostanejo v jedru. Eden izmed razlogov za primarno 
lokalizacijo snoRNA v jedru, je pomanjkanje značilnih strukturnih elementov mRNA, 
kot sta m7G kapa in poli(A) rep, ki povečujeta verjetnost izvoza transkripta v citoplazmo. 
Po transkripciji SNORD-HG in kasnejšemu spajanju eksonov, se izrezani lariatni intron 
linearizira ter poveže s SNORD-vezavnimi proteini (slika 2B). Ribonukleoproteinski 
kompleksi, ki jih SNORD tvorijo z fibrilarinom, SNU13, NOP56, NOP58 in drugimi 
prehodnimi faktorji biogeneze, ščitijo pomembne regije pred eksonukleazami ter tako 
določajo 5'- in 3'-konce zrelih molekul SNORD, ki se nato zvijejo v K-zavojni motiv [12, 
22–25].  
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Slika 2: Struktura in nastanek molekul SNORD. A: Prikaz K-zavojnega motiva pri molekulah 
SNORD. Značilna sekundarna struktura nastane zaradi povezovanja C in D zaporedij, ki se 
nahajata na 5'- in 3'-koncu molekule (označeni z modro barvo). B: Zorenje SNORD iz intronskih 
regij gostiteljskih genov. Pri biogenezi SNORD molekul so ključni SNORD-vezavni proteini 
(označeni z rdečo barvo), ki ščitijo molekulo pred razgradnjo z eksonukleazami. Zreli 
ribonukleoproteinski kompleksi se nato transportirajo v jedrce, kjer opravljajo različne funkcije 
(povzeto po [12]).  
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Z izjemo genov SNORD3, SNORD13 in SNORD118, ki so neodvisno prepisani iz lastnih 
promotorjev, se sesalski geni SNORD vsi nahajajo v intronskih regijah protein 
kodirajočih ali nekodirajočih RNA genov, ki jim pravimo tudi gostiteljski geni SNORD 
(angl. SNORD host genes, SNORD-HG). SNORD-HG se običajno prepisujejo z RNA-
polimerazo II, ki sintetizira tudi mRNA, vendar v nasprotju z molekulami mRNA, ki se 
izvažajo v citoplazmo, snoRNA ostanejo v jedru. Eden izmed razlogov za primarno 
lokalizacijo snoRNA v jedru, je pomanjkanje značilnih strukturnih elementov mRNA, 
kot sta m7G kapa in poli(A) rep, ki povečujeta verjetnost izvoza transkripta v citoplazmo. 
Po transkripciji SNORD-HG in kasnejšemu spajanju eksonov, se izrezani lariatni intron 
linearizira ter poveže s SNORD-vezavnimi proteini (slika 2B). Ribonukleoproteinski 
kompleksi, ki jih SNORD tvorijo z fibrilarinom, SNU13, NOP56, NOP58 in drugimi 
prehodnimi faktorji biogeneze, ščitijo pomembne regije pred eksonukleazami ter tako 
določajo 5'- in 3'-konce zrelih molekul SNORD, ki se nato zvijejo v K-zavojni motiv [12, 
22–25].  
1.2.2 Raznolike funkcije molekul SNORD 
Kompleksnost molekul SNORD se odraža tudi pri njihovih raznolikih funkcijah, ki so 
pomembne za pravilno delovanje številnih bioloških procesov. Manjša skupina molekul 
SNORD ima funkcijo RNA-šaperonov, ki sodelujejo pri procesiranju in zvijanju 
prekurzorskih ribosomalnih RNA (pre-rRNA) v zrele 18S, 5.8S in 28S rRNA 
citoplazemskih ribosomov. Velika večina molekul SNORD pa vodi metilacijo 2'-OH 
skupine na ribozi specifičnih nukleotidov v pre-rRNA in U6 mali jedrni RNA (U6 
snRNA), ki sestavlja spajalno telesce. To skupino molekul SNORD imenujemo tudi 
vodniki metilacije, saj s svojim filogenetsko ohranjenim protismernim motivom, ki se 
nahaja navzgor od D ali D' škatle tvorijo duplekse s kanoničnimi RNA-tarčami. 
Nukleotid, ki se nahaja 5 bp navzgor od D ali D' zaporedja, se metilira z RBP – 
fibrilarinom. Veliko 2'-O-metilacij je zbranih v funkcionalno pomembnih regijah, kot so 
peptidil-transferazna domena in dekodirajoča domena v rRNA ali vezavna domena na U6 
snRNA [12, 25].  
Več kot polovica sesalskih molekul SNORD pa ne vsebuje nobenih klasičnih 
protismernih elementov za pre-rRNA ali U6 snRNA, kar implicira, da imajo snoRNA 
tudi druge funkcije poleg 2'-O-metilacije [26]. Med temi enigmatičnimi molekulami 
SNORD, mnoge lahko najdemo le pri placentalnih sesalcih, kjer so njihovi klastri genov 
v dolgih kromosomskih domenah, ki so regulirane z genskim vtisnjenjem. V zadnjih letih 
se vedno pogosteje odkrivajo nove raznolike funkcije snoRNA pri regulaciji številnih 
posttranskripcijskih procesov, kot so acetilacija rRNA, metilacija tRNA, regulacija 
stabilnosti mRNA transkriptov in alternativno spajanje eksonov. Odkrili pa so tudi, da naj 
bi imeli določeni geni SNORD regulatorno funkcijo celo v procesih, ki so povezani s 
homeostazo holesterola [27].  
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Od vseh klastrov snoRNA na lokusu PWS, je SNORD115 edini, ki ima točno določeno 
tarčo. SNORD115 vsebuje protismerni element, ki je komplementaren alternativnemu 
eksonu 5b serotoninskega receptorja 2c (5-HT2C). Zaradi alternativnega spajanja eksonov 
obstajata dve varianti receptorja, pri čemer varianta, ki vključuje ekson 5b, vodi v 
nastanek daljše funkcionalne izooblike receptorja, medtem ko krajša različica brez eksona 
5b vodi v nastanek krajše izooblike, ki se zadržuje v endoplazmatskem retikulumu in 
sekvestrira daljšo obliko receptorja ter mu s tem prepreči vgradnjo v plazemsko 
membrano [27, 28]. Sekvenca receptorja 5-HT2C je še dodatno podvržena modifikacijam 
z encimsko deaminacijo adenozinov v inozine (angl. A-to-I editing), ki naj bi povečale 
produkcijo daljše, a zaradi modifikacije manj aktivne izooblike receptorja. Funkcija 
SNORD115 je promoviranje nastanka daljše izooblike receptorja z vezavo na utiševalno 
zaporedje na eksonu 5b, brez da bi bile potrebne modifikacije v sekvenci, kar vodi v 
nastanek optimalno aktivne daljše oblike receptorja [29].  
Delecija genske gruče SNORD115 ne zadostuje za razvoj tipičnega fenotipa PWS in miši 
z delecijo, ki vključuje gensko gručo Snord115, se razvijejo normalno brez večjih 
morfoloških in fizioloških anomalij [19, 30, 31]. Kljub temu ta opažanja ne izključujejo 
doprinos spremenjenega izražanja genske gruče SNORD115 k fenotipu PWS. 
Serotoninski receptor 5-HT2C ima pomembno vlogo pri uravnavanju procesov 
prehranjevanja, razpoloženja in anksioznosti, zato bi spremenjena aktivnost receptorja, ki 
je posledica motenj v regulaciji posttranskripcijskih modifikacij, lahko prispevala k 
nekaterim vedenjskim in metabolnim disfunkcijam opaženih pri bolnikih s PWS [29].  
Dejstvo, da je SNORD115 vključen v uravnavanje alternativnega spajanja eksonov 
serotoninskega receptorja 2c, še dodatno podpira hipotezo, da se SNORD116 snoRNA 
povezujejo z nekanoničnimi RNA-tarčami in vplivajo na izražanje genov na 
posttranskripcijski ravni [32, 33].  
1.2.3 SNORD116 
Kljub temu, da so že pred 18 leti našli prve dokaze, da je predvsem izguba genske gruče 
SNORD116 odgovorna za patogenezo PWS, sta tako njena molekularna funkcija, kot tudi 
vloga pri bolezni še vedno neznana [34]. Razlog je predvsem v tem, da molekule 
SNORD116 nimajo nobene sekvenčne homologije s kanoničnimi RNA-tarčami, poleg 
tega pa je bioinformatsko napovedovanje tarč snoRNA nezanesljivo, ker je območje, ki 
tvori bazne pare z interaktorji, t.j. protismerni element, relativno kratek in tolerira 
neujemanja (mesta nekomplementarnih baz) [27, 35].   
Osrednjo vlogo SNORD116 pri PWS potrjujejo tako mišji kot celični modeli in klinični 
primeri bolnikov z mikrodelecijami. Miši so pogosto uporabljen model za raziskave 
PWS, saj ima vtisnjeni genski lokus na 15. kromosomu svojo homologno regijo na 
mišjem kromosomu 7C, ki je zelo dobro ohranjena in vsebuje le nekaj manjših razlik. 
Visoka stopnja ohranjenosti je omogočila generacijo številnih mišjih modelov s PWS, s 
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katerimi so preučili vloge in funkcije posameznih genov ter genskih gruč pri patogenezi 
bolezni. Čeprav se pri mišjih modelih, ki imajo delecijo genske gruče Snord116, razvijejo 
številni simptomi PWS, kot so okvarjen metabolizem, hiperfagija, manjša rast in teža ob 
rojstvu, anksioznost ter motorična zaostalost, pa ključnega simptoma – debelosti, niso 
opazili v nobenem doslej narejenem modelu [30, 36, 37]. Glavni razlog za nepopolno 
rekreacijo fenotipa bi lahko bile omenjene manjše razlike v ohranjenosti genskih lokusov 
PWS med vrstami.  Zanimivo je, da so Qi et al. dokazali, da selektivna delecija Snord116 
v nevronih hipotalamičnega nevropeptida Y (NPY), v celoti prikaže PWS fenotip, ki se 
ga opazi pri globalni deleciji pri miškah. Nevroni NPY so znani po svoji pomembni vlogi 
pri uravnavanju apetita in homeostazi energijske regulacije. V študiji so predlagali, da 
ima Snord116 osrednjo vlogo pri nadzorovanju nevronskih funkcij NPY, ki bi bile pri 
PWS ovirane in bi posledično lahko vodile v razvoj hiperfagičnega fenotipa [21].  
Do danes so odkrili, da iz regije SNORD116 nastanejo kar štiri različne vrste 
nekodirajočih molekul RNA: (1) posamezne snoRNA, (2) dolge nekodirajoče RNA – 
116HG, (3) dolge nekodirajoče RNA s SNORD konci – sno-lncRNA, in (4) procesirane 
snoRNA – psnoRNA; pri čemer bi lahko vsaka vrsta imela svojo samostojno funkcijo in 
vplivala na kompleksno ter večplastno patofiziologijo bolezni (slika 3) [12, 26].  
Slika 3: Transkripti iz lokusa SNORD116. Iz lokusa SNORD116 nastanejo štiri različne vrste 
nekodirajočih molekul RNA, ki bi lahko imele štiri različne vloge pri patofiziologiji PWS 
(povzeto po [12]). 
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Gensko gručo SNORD116 sestavlja 29 kopij gena, ki si delijo 85 % homologijo. Primarni 
transkript SNORD116 se procesira v posamezne SNORD116 snoRNA in v gostiteljski 
gen SNORD116 (angl. SNORD116 host gene, 116HG), ki nastane po spajanju eksonov 
primarnega transkripta. SNORD116 snoRNA se v zrelih nevronih lokalizirajo v jedrcu. 
Ektopična prekomerna ekspresija SNORD116 v celični liniji HEK293T, ki endogeno ne 
izraža gena, je spremenila izražanje več kot 200 protein kodirajočih genov, kar potrjuje, 
da ima SNORD116 pomembno regulatorno vlogo pri stabilnosti mRNA [38]. 
Medtem ko se SNORD116 snoRNA kopičijo v jedrcih zrelih nevronov, se 116HG 
zadržuje znotraj jedra v bližini transkripcijskega mesta, kjer tvori »RNA-oblak« (angl. 
RNA cloud). Odkrili so, da se RNA-oblak povezuje s številnimi geni, ki imajo 
epigenetske, metabolne in cirkadiane funkcije ter da bi lahko vplival na njihovo ciklično 
izražanje. Hipotezo potrjujejo tudi analize na mišjih modelih z delecijo Snord116, pri 
katerih so opazili, da ima polovica teh genov, ki so jih identificirali v RNA-oblaku, 
spremenjeno izražanje. Zanimivo je, da pride pri takih miškah med svetlobno fazo do 
povečanega izražanja cirkadianih genov Clock, Cry1, Per2 in Mtor, kar bi lahko 
impliciralo na posredno ali neposredno funkcijo Snord116 pri uravnavanju cirkadianih 
ritmov [12, 39, 40].  
Posamezne snoRNA, vključno s tistimi iz genske gruče SNORD116, se lahko še nadaljnje 
procesirajo v krajše, v povprečju 27 nt dolge, procesirane snoRNA (angl. processed 
snoRNA, psnoRNA), ki bi lahko imele pomembne samostojne fiziološke funkcije. Za 
psnoRNA iz SNORD115, so namreč ugotovili, da vplivajo na alternativno spajanje 
eksonov različnih pre-mRNA molekul. Nastanek psnoRNA je najverjetneje posledica 
povezave z alternativnimi proteinskimi partnerji, ki zagotavljajo omejeno 
eksonukleolitično zaščito [41, 42].  
Nekatere snoRNA iz regije PWS so lahko podvržene tudi nenavadnemu procesiranju, pri 
katerem se tvori posebna vrsta nekodirajoče RNA, sno-lncRNA. Sno-lncRNA so delno 
procesirane RNA, za katere je značilno, da imajo na obeh koncih sekvenco SNORD, ki 
jih povezuje intronska regija. Vseh pet sno-lncRNA, ki so jih do sedaj identificirali, izhaja 
iz kopij genov na genskem lokusu SNORD116. Podobno kot SPA-lncRNA, se sno-
lncRNA kopičijo v bližini svojih transkripcijskih mest v jedru, kjer tvorijo trdne povezave 
s proteinom FOX2. Družina proteinov FOX spada med glavne regulatorje alternativnega 
spajanja eksonov, zato bi sekvestracija teh proteinov s strani sno-lncRNA lahko vplivala 
na spremenjene vzorce spajanja eksonov v specifičnih predelih v jedru. Tak mehanizem 
delovanja so potrdili, ko so v celicah z delecijo gena FOX2 in utišanjem sno-lncRNA, 
opazili, da so bili številni alternativni eksoni procesirani ravno nasprotno od tistih v 
normalnih celicah. Titracija FOX2 s strani sno-lncRNA naj bi posledično vplivala na 
prerazporeditev teh regulatorjev v jedru in omejila njihov učinek modulacije 
alternativnega spajanja eksonov le na določena subnuklearna področja [24, 27].  
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Še številne nadaljnje raziskave bodo potrebne, da se določi biološka funkcija genske 
gruče SNORD116 in vseh transkriptov, ki izhajajo iz te regije. Identifikacija neposrednih 
biološko pomembnih nekanoničnih RNA-tarč SNORD116 bi bistveno prispevala k 
razumevanju vloge te enigmatične genske gruče pri patofiziologiji PWS, kar bi 
posledično lahko ponudilo nove možnosti za tarčno usmerjene molekularne terapije.  
1.3 CRISPR/Cas9 
Vse od določitve strukture dvojne vijačnice DNA so nova odkritja, ki so omogočala 
sintezo, pomnoževanje in manipulacije DNA, predstavljala pomembne mejnike v 
znanosti. Eden izmed najbolj revolucionarnih dosežkov, pa je nedvomno odkritje sistema 
CRISPR (gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev, angl. Clustered 
regularly interspaced short palindromic repeat) /Cas9 (s CRISPR povezan protein, angl. 
CRISPR-associated protein), ki je omogočil enostavno in učinkovito tarčno spreminjanje 
genomov celic in organizmov [43].  
1.3.1 Začetki tarčnega urejanja genomov 
Raziskave popravljalnih mehanizmov v bakterijah in kvasovkah so razkrile, da imajo 
celice endogene mehanizme za popravilo dvoverižnih prelomov DNA (angl. double 
strand break, DSB), ki bi bili sicer smrtonosni. Odkritje, da se pri kvasovki 
Saccharomyces cerevisae, rekombinacija med homolognimi sekvencami v mejozi sproži 
s tvorbo namernih DSB, pa je bilo ključno, da so metode za uvedbo natančnih prelomov 
DNA, prepoznali kot dragoceno strategijo tarčno usmerjenega genomskega inženiringa 
[44, 45].  
DSB, ki nastane po cepitvi z nukleazo, lahko tarčno DNA posredno spremeni na dva 
načina (slika 4). Če v celici ni prisotnega zaporedja DNA, ki je komplementarno tarčni 
DNA, se DSB popravi s spajanjem nehomolognih koncev (angl. Non-homologous end 
joining, NHEJ). Popravljanje z mehanizmom NHEJ je podvrženo napakam, saj v 
zaporedju pride do manjših insercij, delecij, inverzij ali podvojitev, kar pogosto vodi do 
nefunkcionalnega transkripta zaradi premika bralnega okvirja ali nastopa prezgodnjega 
stop kodona. V primeru, da v celice vnesemo sintetično homologno zaporedje, pa se DSB 
popravi po mehanizmu homologne rekombinacije (angl. Homology-directed repair, 
HDR), ki omogoča vstavitev točno določenega zaporedja na mestu cepitve. S HDR lahko 
popravimo mutacije v genu, načrtno vstavimo ali odstranimo točno določen nukleotid ali 
zaporedje nukleotidov [46].  
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Prve odkrite nukleaze, ki so omogočale mestno specifično spreminjanje genoma, so bile 
nukleaze z motivi cinkovih prstov (angl. zinc finger nucleases, ZFN). ZFN so modularni 
DNA prepoznavni proteini, ki so povezani z nukleazno domeno restrikcijskega encima 
FokI. Nukleazna domena je sekvenčno nespecifična, zato lahko fuzijski protein 
modeliramo tako, da prepozna specifično kromosomsko sekvenco. Zelo podobne so tudi 
kasnejše odkrite transkripcijskim aktivatorjem podobne efektorske nukleaze (angl. 
transcriptional activator-like effector nucleases, TALEN), ki so prav tako sestavljene iz 
FokI nukleaznih domen in transkripcijskim aktivatorjem podobnim efektorjem. Kljub 
temu, da so ZFN in TALEN predstavljali prve učinkovite nukleaze, ki so omogočale 
tarčno urejanje genomskih segmentov, tehnologiji nista doživeli širšega razmaha, zaradi 
težavnosti pri načrtovanju, sintezi in validiranju takih himernih proteinov. Potreba po 
hitrem, enostavnem in učinkovitem sistemu za urejanje genoma, ki bi se lahko uporabljal 
pri rutinskem delu, je bila zadovoljena šele z odkritjem in kasnejšo optimizacijo 
prokariontskega sistema CRISPR/Cas9 [43, 47].   
Slika 4: Celični mehanizmi popravljanja DSB. V primeru, da se v bližini DSB nahaja sintetično 
homologno zaporedje, se DSB popravi po mehanizmu HDR, sicer pa po mehanizmu NHEJ, ki je 
podvržen napakam (povzeto po [46]).  
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1.3.2 Prokariontska pridobljena imunost 
Sistem CRISPR/Cas9 so odkrili pri bakterijah in arhejah, kjer ima pomembno vlogo, saj 
je del pridobljenega imunskega odziva za obrambo pred bakteriofagi in tujimi plazmidi. 
Funkcionalni lokus CRISPR sestavljajo operon genov cas in niz kratkih identičnih 
ponovitev DNA, ki so prekinjene z vmesniki (angl. spacers) – variabilnimi sekvencami 
DNA, ki delujejo kot spominski zapisi preteklih invazij (slika 5A) [43].    
Slika 5: Biologija sistema CRISPR/Cas9 iz S.pyogenes. A: Genomski lokus CRISPR 
sestavljajo operon cas genov in gruče kratkih palindromnih identičnih zaporedij, ki so prekinjena 
z vmesniki. B: V fazi zorenja se kompleks nukleaze Cas9 in tracrRNA veže na pre-crRNA, kar 
aktivira ribonukleazo III, ki cepi dvoverižne RNA. Cepitev povzroči nastanek aktivnega 
kompleksa Cas9 z dupleksom tracrRNA:crRNA. C: Aktiven kompleks tarčno cepi tujo DNA 
(povzeto po [43]). 
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CRISPR-posredovana imunost poteka v treh fazah: (i) v fazi adaptacije se kompleks 
proteinov Cas veže na eksogeno DNA, na kateri prepozna značilno kratko sekvenco, ki 
jo imenujemo protovmesniku bližnji motiv (angl. protospacer adjacent motif, PAM). 
Adaptacijski kompleks izreže del eksogene DNA ob zaporedju PAM, imenovan 
protovmesnik in ga po podvojitvi direktne ponovitve na 5'-koncu CRISPR niza, vstavi v 
lokus, da dobimo vmesnik (določeni sistemi CRISPR/Cas uporabljajo drugačen 
mehanizem adaptacije, kjer vmesnik pridobijo iz RNA s pomočjo reverzne transkriptaze, 
ki se nahaja na lokusu CRISPR); (ii) sledi faza transkripcije prekurzorske CRISPR RNA 
(pre-crRNA), iz katere v procesu zorenja nastanejo posamezne CRISPR RNA (crRNA), 
vsaka sestavljena iz enega vmesnika in delnih sosednjih ponovitev (slika 5B); (iii) v 
zadnji fazi se tvorijo kompleksi med Cas nukleazami in posameznimi crRNA, pri čemer 
slednje vodijo tarčno cepitev in posledično inaktivacijo invazivnih nukleinskih kislin na 
mestih, ki so komplementarna s sekvenco vmesnika crRNA (slika 5B in 5C) [43, 48].  
Med vrstami prokariontov se sistemi CRISPR/Cas razlikujejo v sestavi in arhitekturi 
genomskih lokusov CRISPR ter v strukturi in aktivnosti proteinov Cas. Na začetku so 
poznane sisteme CRISPR/Cas razvrstili v tri glavne tipe (I-III), pri čemer so si sistemi 
tipa I in III delili nekaj podobnih lastnosti. Pri obeh tipih so za procesiranje pre-crRNA 
odgovorne specializirane endonukleaze Cas, posamezne diskretne enote crRNA pa se 
nato povežejo z velikim multiproteinskim kompleksom Cas. V nasprotju, pa sistemi tipa 
II procesirajo pre-crRNA z drugačnim mehanizmom, ki vključuje pomožne trans-
aktivirajoče crRNA (angl. trans-activating crRNA, tracrRNA). tracrRNA se na enem 
koncu povežejo z nukleazo Cas9, na drugem pa imajo komplementarno sekvenco 
direktnim ponovitvam na pre-crRNA. Vezava tracrRNA na ponovitve aktivira 
procesiranje transkripta z ribonukleazo III, ki je specifična za cepitev dvoverižnih RNA 
(slika 5B). Po cepitvi dobimo aktiven kompleks monomernega proteina Cas9 s 
tracrRNA:crRNA dupleksom (slika 5C). Lastnost, da sistemi tipa II uporabljajo le en sam 
protein za RNA-vodeno tarčno cepitev DNA, se je izkazala kot zelo uporabna za 
aplikacijo tehnologije CRISPR pri tehnikah genomskega inženiringa. Skladno s tem je 
tudi prvi sistem, ki so ga adaptirali in uporabili za tarčno spreminjanje genoma, spadal v 
tip II in izhajal iz mikroorganizma Streptococcus pyogenes [48]. 
Od začetno poznanih treh glavnih tipov sistemov CRISPR/Cas, so v zadnjih letih 
klasifikacijo razširili in modificirali zaradi števila ter raznolikosti na novo odkritih 
sistemov. Leta 2019 so Makarova et al. predlagali klasifikacijo, ki naj bi vključevala dva 
razreda, znotraj katerih ločimo šest različnih tipov, ki imajo skupaj triintrideset podtipov 
[49]. Kljub temu pa najbolj široko uporabljen sistem CRISPR/Cas za urejanje genoma 
ostaja tisti iz S.pyogenes, saj je eden izmed najbolje okarakteriziranih sistemov [48].  
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1.3.3 Tehnologija CRISPR/Cas9 za urejanje genomov celic in modelnih organizmov 
Leta 2012 so Jinek et al. prilagodili sistem CRISPR/Cas9 iz S.pyogenes tako, da so 
združili crRNA in tracrRNA v eno himerno molekulo, imenovano vodilna RNA (angl. 
single guide RNA, sgRNA). sgRNA je sestavljena iz dveh delov, ogrodnega in 
vmesniškega zaporedja (slika 6). Ogrodno zaporedje se nahaja na 3'- koncu molekule in 
je konstantno, saj je to del, ki se veže na Cas9. Vmesniško zaporedje na 5'- koncu pa 
predstavlja variabilni del. Gre za 20 nt dolgo zaporedje, ki mora biti komplementarno 
tarčnemu zaporedju na DNA, t.j. zaporedju, ki ga želimo cepiti. Pogoj za uspešno cepitev 
DNA s sistemom CRISPR/Cas9 iz S.pyogenes je, da se tik ob tarčnem zaporedju na DNA 
verigi nahaja zaporedje PAM (5'-NGG-3', N je katerakoli baza). Odkritje je ustvarilo 
preprost dvokomponentni sistem, pri katerem samo sprememba 20 nt dolgega zaporedja 
na 5'-koncu sgRNA, lahko usmeri nukleazo Cas9 na katerikoli genomski lokus, ki ima v 
bližini motiv PAM. V primerjavi z ZFN in TALEN, kjer je za vsako tarčno mesto 
potrebno konstruirati nov fuzijski protein, tehnologija CRISPR/Cas9 predstavlja veliko 
hitrejšo in enostavnejšo metodo, še posebej če želimo tarčno spremeniti več genomskih 
lokusov hkrati. Poleg tega pri sistemu CRISPR/Cas9  točno vemo, kje bo cepitev nastala, 
t.j. med 17. in 18. nukleotidom v tarčni sekvenci (3 bp od 5'- konca sekvence PAM), 
medtem ko je pri himernih nukleazah cepitev nespecifična znotraj 12-24 bp dolge 
povezovalne regije med DNA-vezavnimi proteini, ki sestavljajo fuzijsko nukleazo [47, 
48].  
 
Slika 6: Evolucija tehnologije CRISPR/Cas9. Združitev crRNA in tracrRNA v eno himerno 
molekulo – sgRNA, je ustvarila preprost dvokomponentni sistem za tarčno spreminjanje genomov 
celic in organizmov (povzeto po [43]). 
Cas9 iz S.pyogenes je velika večdomenska in multifunkcionalna DNA-endonukleaza. 
Protein sestavljata dve nukleazni domeni: HNH, ki cepi sgRNA komplementarno verigo 
(tarčno verigo) in RuvC, ki cepi ne-tarčno verigo. Vezava sgRNA na Cas9 inducira velike 
konformacijske spremembe, ki protein aktivirajo, da lahko prepozna in se veže na tarčno 
DNA. Prepoznava tarčne DNA temelji tako na komplementarnosti DNA z 20 nt dolgo 
vmesniško sekvenco na sgRNA, kot tudi na prisotnosti zaporedja PAM ob tarčni DNA. 
V odsotnosti PAM, tudi tarčne sekvence, ki so povsem komplementarne vodilni RNA, 
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niso prepoznane s strani nukleaze Cas9. Razlog za to je, da se postopek iskanja tarčne 
DNA prične najprej s poskušanjem prepoznavanja zaporedja PAM, preden se preveri 
komplementarnost z sgRNA. Prepoznavanje prave tarče poteka s tridimenzionalnimi trki, 
pri katerih Cas9 hitro oddisociira od DNA, ki ne vsebuje ustreznega zaporedja PAM, ko 
je PAM prisoten, pa je  čas disociacije odvisen od komplementarnosti med bližnjo DNA 
in vmesniškim zaporedjem na sgRNA. Ko Cas9 najde tarčno mesto z ustreznim 
zaporedjem PAM, se v proteinu spet sproži manjša konformacijska sprememba, ki 
destabilizira bližnjo DNA in sproži lokalno odvijanje dvovijačne strukture, kar olajša 
parjenje baz med vmesniškim zaporedjem sgRNA in tarčno verigo. Postopna 
hibridizacija baz vodi v nastanek zanke R, ki jo sestavljata hibrid RNA:DNA in 
izpodrinjena veriga DNA. Nastanek zanke povzroči zasuk HNH nukleazne domene v 
orientacijo, ki omogoča cepitev tarčnega zaporedja. Istočasno zaradi te konformacijske 
spremembe pride do zasuka povezovalne regije med nukleaznima domenama, kar 
posledično pozicionira katalitični center RuvC na ne-tarčno verigo. Alosterična regulacija 
med nukleaznima domenama omogoča usklajeno in koordinirano cepitev obeh verig, da 
ob prelomu dobimo tope konce DNA. Po cepitvi, Cas9 ostane tesno vezan na tarčni DNA, 
dokler ga drugi celični faktorji ne izpodrinejo in označijo za recikliranje [43, 50].  
Številne pragmatične lastnosti sistema CRISPR/Cas9, kot so enostavnost načrtovanja 
metode, zmogljivost tarčne prepoznave, edinstven mehanizem cepitve DNA in obstoj 
mnogih različic sistema, so omogočile izjemen razvoj tehnologije, ki je stroškovno 
učinkovita in natančna. 
1.3.4 scCRISPR 
V zadnjih letih se je poleg številnih modifikacij tehnologije CRISPR za različne 
aplikacije, pojavila tudi različica, ki omogoča še hitrejšo in enostavnejšo izvedbo metode. 
Standardna metoda CRISPR/Cas9 obsega dolgotrajne korake molekulskega kloniranja, 
kjer je za vsak nov lokus, ki ga želimo urediti, potrebno klonirati nov plazmid s 
posamezno sgRNA. To vključuje zamudne in drage korake plazmidne ligacije, 
transformacije, čiščenja ter pregleda sekvence. Samo-klonirajoči se CRISPR (angl. self-
cloning CRISPR, scCRISPR) je alternativna metoda, ki odpravi potrebo po kloniranju 
vsake sgRNA v nov plazmid, kar znatno zmanjša čas, delo in stroške za CRISPR/Cas9- 
posredovano urejanje genoma, hkrati pa ohrani visoko učinkovitost mestno specifičnih 
mutacij.  
scCRISPR izkoristi popravljalne mehanizme tarčne celice, da sklonirajo posamezne 
sekvence sgRNA v ustrezen plazmid. Metoda temelji na samo-izrezujočem 
palindromnem plazmidu, ki vsebuje ogrodno zaporedje za sgRNA (sgPal). Po 
transkripciji v celicah se palindromni transkript sgRNA iz plazmida sgPal poveže s Cas9 
in inducira DSB v svoji sekvenci. Če v celico vnesemo dvoverižni segment DNA z 
željenim vmesniškim zaporedjem, ki ima na obeh straneh podaljšane konce homologne 
plazmidu sgPal, se bo prelom popravil s homologno rekombinacijo in dobimo 
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funkcionalen mestno specifičen plazmid sgRNA. Po transkripciji popravljenega plazmida 
se sgRNA z vstavljenim vmesniškim zaporedjem poveže s Cas9 in tarčno cepi željeno 
mesto na genomski DNA (slika 7) [51].  
 
Slika 7: Mehanizem delovanja metode scCRISPR. sgRNA, ki se prepiše iz plazmida sgPal 
inducira DSB v svoji sekvenci, kar sproži homologno rekombinacijo plazmida z dvoverižnim 
oligonukleotidom, ki vsebuje vmesniško zaporedje za željeni lokus na genomu. Po HDR dobimo 
plazmid sgPal z vstavljenim vmesniškim zaporedjem iz katerega po transkripciji nastane 
funkcionalna sgRNA za željen tarčni lokus (povzeto po [51]).   
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2 Namen dela  
Molekularni mehanizem PWS še vedno ni znan in posledično tudi ne poznamo učinkovite 
terapije za zdravljenje bolnikov. Znano pa je, da SNORD116 predstavlja glavno genetsko 
determinanto bolezni, zato je iskanje biološke funkcije genske gruče ena izmed 
najpomembnejših nalog raziskav na tem področju. Za preučevanje vloge te družine 
nekodirajočih RNA je izjemnega pomena imeti dober celični model z izbito gensko gručo 
SNORD116, ki ga lahko primerjamo s celicami divjega tipa in dobimo bolj izrazit 
vpogled v biološke funkcije genske gruče v celičnem okolju.  
Namen diplomskega dela je s pomočjo sistema CRISPR/Cas9 ustvariti celični liniji 
NTERA2/D1 in SH-SY5Y, ki imata izbiti genski gruči SNORD116. S tem namenom smo 
dizajnirali ustrezni vodilni zaporedji, ki se nahajata na začetku in na koncu gruče genov 
SNORD116, s katerima smo poskušali izbili celotno regijo, kjer se gruča nahaja. Nato 
smo s komponentami metode scCRISPR transfecirali obe izbrani celični liniji. 
Posamezne klone pri obeh celičnih linijah smo nato selekcionirali in pregledali ali smo 
uspešno izbili gensko gručo SNORD116.     
V diplomskem delu smo s kombinacijo različnih tehnik molekulskega kloniranja, verižne 
reakcije s polimerazo, agarozne gelske elektroforeze, mikroskopiranja in z uporabo 
metode scCRISPR preverjali naslednje hipoteze:  
1. Na genomu bomo uspešno določili tarčna zaporedja sgRNA in pripravili 
konstrukte, s katerimi bomo s tehnologijo CRISPR/Cas9 lahko povzročili 
spremembe na genomski DNA. 
 
2. Z uporabo različnih tehnik bomo optimizirali učinkovitost transfekcije 
komponent sistema scCRISPR pri celičnih linijah NTERA2/D1 in SH-SY5Y. 
 
3. Sistem scCRISPR bo v celicah NTERA2/D1 in SH-SY5Y deloval ustrezno in 
omogočal izbitje genske gruče SNORD116.  
Uspešna potrditev navedenih hipotez bi lahko služila kot podlaga za razvoj celičnih 
modelov z izbito gensko gručo SNORD116, s katerimi bi lahko raziskovali vpliv te 
enigmatične genske gruče na stabilnost tarčnih RNA. Posledično bi lahko odkrili celične 
procese v katere je vpletena družina SNORD116 in v naslednji fazi odkrili molekularni 
mehanizem bolezni. Razumevanje vloge SNORD116 pri patofiziologiji PWS bi lahko 
vodilo v razvoj tarčno usmerjenih zdravil in terapij, ki bi bistveno izboljšale kvaliteto 
življenja bolnikov.  
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Uporabljena laboratorijska oprema in posamezni proizvajalci so našteti v tabeli 1. 
Tabela 1: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
LABORATORIJSKA OPREMA PROIZVAJALEC 
aparatura za slikanje gelov UVITEC 
avtomatske pipete Eppendorf 
brezprašna komora Labcaire Wolflabs 
celični sorter S3e Bio-Rad 
centrifuga  Eppendorf 
centrifugirke  Eppendorf 
cikličen termostat Mastercycler nexus X2 Eppendorf 
digestorij Wasermann 
elektroporator NEPA21 Nepagene 
epruvete za centrifugiranje Sigma-Aldrich 
fluorescenčni mikroskop Axio Observer Z1 Zeiss 
gojitvene petrijevke TPP 
gojitvene plastenke TPP 
hladilnik Electrolux 
inkubator 37 °C Binder 
inkubator – stresalnik Certomat HK B. Braun Biotech International 
invertni svetlobni mikroskop Zeiss Axio Observer Zeiss 
kadička za AGE Owl B1A Thermo Fisher Scientific 
mikrovalovna pečica ZM21MS Zanussi 
napajalnik za AGE POWER PAC 3000 Bio-Rad 
plošče s 6, 12 in 24 vdolbinicami TPP 
spektrofotometer Nanodrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific 
serološke pipete TPP 
stresalnik Vibromix Tehtnica 
tehtnica Genius, Sartorius 200A 
termoblok ThermoShaker Biometra 
zamrzovalnik (–20 °C) Liebherr 
zamrzovalnik (–80 °C)  Sanyo 
 
 
 
 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
22 
 
3.1.2 Kemikalije 
V tabeli 2 so navedene kemikalije s pripadajočimi proizvajalci. 
Tabela 2: Seznam uporabljenih kemikalij. 
KEMIKALIJA PROIZVAJALEC 
70 % etanol Macherey-Nagel 
Agar Sigma-Aldrich 
Agaroza Bio Whittaker Molecular applications 
Ampicilin Sigma-Aldrich 
DMSO Sigma-Aldrich 
EDTA Serva 
etanol (absolutni) Sigma-Aldrich 
FBS (fetusni serum goveda)  Sigma-Aldrich 
Glicerol Carlo Erba 
Higromicin Invivo Gen 
Izopropanol Merck 
SYBRsafe Invitrogen 
tripan modro Sigma-Aldrich 
Tris Serva 
Triton X-100 Serva 
TrypLE Select Enzyme Gibco Thermo Scientific 
 
3.1.3 Pufri 
V tabeli 3 so navedeni pufri, ki smo jih uporabljali pri laboratorijskem delu. Pri pufrih, ki 
smo jih pripravili v laboratoriju je napisana sestava, pri ostalih pa proizvajalec.   
Tabela 3: Seznam uporabljenih pufrov. 
PUFER SESTAVA PROIZVAJLEC 
1x pufer TAE 40 mM Tris-acetat  
(pH 8,3), 1 mM EDTA 
pripravljen v 
laboratoriju 
6x nanašalni pufer za AGE  Thermo Fisher 
Scientific 
sterilni 1x PBS (Dulbecco's 
Phosphate Buffered Saline)  
 Sigma Aldrich 
pufer TE z 0,1 % Triton X-
100 
10 mM Tris-HCl (pH 
7,5), 1mM EDTA  
pripravljen v 
laboratoriju 
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3.1.4 Kompleti reagentov 
Kompleti reagentov, ki smo jih uporabljali pri delu v laboratoriju, so našteti v tabeli 4. 
Tabela 4: Kompleti reagentov. 
KOMPLET 
REAGENTOV 
UPORABA PROIZVAJALEC 
NucleoBond Xtra Midi 
Kit 
izolacija plazmidne DNA iz večjih 
volumnov prekonočnih bakterijskih 
kultur 
Macherey-Nagel 
Nucleospin Gel and PCR 
Clean-up 
čiščenje PCR produktov Macherey-Nagel 
peqGOLD Plasmid 
Miniprep Kit I 
izolacija plazmidne DNA iz prekonočne 
bakterijske kulture 
VWR 
X-tremeGENE 9 DNA 
Transfection Reagent 
transfekcija sesalskih celičnih linij Roche 
Xfect Transfection 
Reagent 
transfekcija sesalskih celičnih linij Clontech 
Laboratories, Inc 
NeuroPORTER 
Transfection Kit 
transfekcija sesalskih celičnih linij Gene Therapy 
Systems, Inc 
Lipofectamine 2000 
Transfection Reagent 
transfekcija sesalskih celičnih linij Invitrogen 
FuGENE HD 
Transfection Reagent 
transfekcija sesalskih celičnih linij Promega 
 
3.1.5 Standardi 
Za določanje velikosti pomnoženih DNA fragmentov pri PCR in za določanje velikosti 
produktov restrikcijske analize plazmidov, smo pri agarozni gelski elektroforezi uporabili 
standard GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) in 
GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).  
3.1.6 Encimi 
Pri PCR smo uporabili DNA-polimerazo DreamTaq in pripadajoči 10x pufer za 
DreamTaq polimerazo (Thermo Fisher Scientific) ter DNA-polimerazo KOD z vročim 
začetkom in pripadajoči komplet regentov (Novagen).  Pri restrikcijski analizi plazmidov 
smo uporabili restrikcijski encim EcoRI Fast Digest ter pripadajoči 10x Fast Digest 
pufer (Thermo Fisher Scientific). 
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3.1.7 Bakterijski sevi in gojišča 
Plazmida sta bila kupljena preko Addgene platforme. Prispela sta v že transformiranih 
bakterijah DH5α in StbI3 v globokem agarju. Pri delu z obemi bakterijskimi sevi smo 
uporabili gojišče Luria-Bertani (LB) v trdni in tekoči obliki, katerih sestava je navedena 
v tabeli 5. Za selekcijo transformiranih bakterij smo gojiščem dodali ampicilin v končni 
koncentraciji 100 µg/ml. 
Tabela 5: Sestava uporabljenih gojišč za bakterije. 
GOJIŠČE SESTAVA (za 1 L gojišča) 
tekoče gojišče LB  10 g triptona + 5 g kvasnega ekstrakta + 10 g NaCl + 1 L dH2O 
trdno gojišče LB 10 g triptona + 5 g kvasnega ekstrakta + 10 g NaCl + 15 g 
agarja + 1 L dH2O 
 
3.1.8 Sesalske celične kulture in hranilna gojišča 
3.1.8.1 Celična linija NTERA-2 klon D1 
Človeška pluripotentna embrionalna karcinomska celična linija NTERA-2 klon D1 
(NTERA2/D1) je podklon celične linije NTERA-2. Celice NTERA-2 so bile ustvarjene 
iz mišjega ksenografskega tumorja, ki je nastal po injekciji celic TERA-2 v miši. Celična 
linija TERA-2 pa je bila prvotno pridobljena iz izolirane pljučne metastaze 22-letnega 
pacienta s teratokarcinomom na testisih. Podklon NTERA2/D1 ima številne značilnosti 
ostalih človeških embrionalnih karcinomskih celičnih linij, s ključno razliko, da se z 
dodatkom retinojske kisline, lahko diferencira v nevronske celice centralnega živčnega 
sistema. Z dodatkom različnih reagentov pa lahko induciramo diferenciacijo v številne 
druge celične tipe. Nediferencirane celice so adherentne in morfološko so v mnogih 
aspektih podobne nevroepiteljiskim celičnim prekurzorjem, vendar imajo prav tako 
ključne značilnosti nevronskega fenotipa, saj izražajo zgodnje nevronske markerje [52, 
53]. Celice težijo k rasti v enoplastnih skupkih in njihov proliferacijski čas je približno 
24 ur. Pri precepljanju celic je potrebno ohraniti visoko gostoto, saj pri redkejši populaciji 
celic lahko pride do diferenciacije in izgube pluripotentnega stanja. Precepljanje raje 
izvajamo z drgnjenjem celic iz površine, kot s tripsinom, saj so kontakti med celicami 
nujni za dolgoročno ohranjanje nedifreneciranega fenotipa [54].  
3.1.8.2 Celična linija SH-SY5Y 
Celična linija SH-SY5Y je podklon celične linije SK-N-SH, ki je bila izolirana z biopsijo 
kostnega mozga pacientke z metastatskim nevroblastomom. Celično linijo pogosto 
uporabljajo kot model nevronov za preučevanje nevrodegenerativnih in nevrorazvojnih 
bolezni, saj ima tako biokemijske kot funkcionalne lastnosti nevronov [55]. Prednost 
celične linije je človeški izvor, zaradi česar celice izražajo gene, ki so specifični za ljudi. 
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Proliferacijski čas celic SH-SY5Y je približno 27 ur. Morfološko so podobne 
nevroblastomskim celicam, ki so nepolarizirane. Na osrednjem delu gojišča celice 
navadno rastejo ena na drugi in tvorijo skupke, na robovih skupkov pa izraščajo krajše 
nevrite. Nediferencirane celice se neprestano delijo in ne izražajo zrelih nevronskih 
markerjev [56].  
3.1.8.3 Hranilna gojišča 
Celice NTERA2/D1 smo gojili v tekočem hranilnem gojišču DMEM (ang. Dulbecco's 
Modified Eagle Medium, Gibco), ki smo mu v končnih koncentracijah dodali 10 % 
fetusni serum goveda (FBS) in 1 % mešanico antibiotikov penicilin in streptomicin 
(oboje SIGMA-ALDRICH).  
Celice SH-SY5Y smo gojili v tekočem hranilnem gojišču DMEM/F-12 (ang. Dulbecco's 
Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12, Gibco) v razmerju 1:1 z dodatkom 
GlutaMAX, ki smo mu v končnih koncentracijah dodali 10 % fetusni serum goveda 
(FBS) in 1 % mešanico antibiotikov penicilin in streptomicin (oboje SIGMA-
ALDRICH).  
3.1.9 Plazmidi 
V tabeli 6 so navedeni plazmidi, ki smo jih uporabili pri metodi scCRISPR. 
Tabela 6: Plazmidi. 
PLAZMID PLAZMIDNA KARTA AVTORJI PLAZMIDA 
sgPal7                        
(Addgene #71484) 
Priloga 1 [51] 
pSpCas9(BB)-2A-GFP 
(Addgene #48138) 
Priloga 2 [47] 
 
3.1.10 Sintetična oligonukleotida sgRNA za scCRISPR 
Zaporedja naročenih sintetičnih oligonukleotidov sgRNA za metodo scCRISPR so 
navedena v tabeli 7.  
Tabela 7: Zaporedji sintetičnih oligonukleotidov sgRNA. Z odebeljeno pisavo sta označeni vmesniški 
zaporedji. 
SINTETIČEN 
OLIGONUKLEOTID sgRNA 
ZAPOREDJE (od 5' proti 3' koncu) 
sgRNA1 TGGAAAGGACGAAACACCCCACTCTCATTCA
GCACGTGTTTAAGAGCTATGCTGGAAAC 
sgRNA2 GGAAAGGACGAAACACCGAGCCATCCATAAG
TTATCTGTTTAAGAGCTATGCTGGAAAC 
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3.1.11 Začetni oligonukleotidi za pripravo dvoverižne HDR matrice iz sintetičnih 
oligonukleotidov sgRNA 
V tabeli 8 so prikazana zaporedja vseh začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili pri 
podaljševanju homolognih koncev sintetičnih oligonukleotidov sgRNA. 
Tabela 8: Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri treh zaporednih PCR.  
ZAČETNI OLIGONUKLEOTID ZAPOREDJE (od 5' - proti 3' - koncu) Tm [°C] 
sgRNA_HDRstep1_fw TGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTAC
CGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGG
CTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAA
CACC 
68.1 
sgRNA_HDRstep1_rv GTTGATAACGGACTAGCCTTATTTAAAC
TTGCTATGCTGTTTCCAGCATAGCTCTTA
AAC 
66.0 
sgRNA_HDRstep2_fw GTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAAT
AATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAA
TTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCT
TACC 
66.7 
sgRNA_HDRstep2_rv ATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAA
CAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTT
TTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTT
AAAC 
69.0 
sgRNA_HDRstep3_fw CGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTA
GAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGAT
ATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAG
TAATAA 
66.3 
sgRNA_HDRstep3_rv TCAATGTATCTTATCATGTCTGCTCGATT
TTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACAA
AA 
64.1 
sgRNA_HDRstep4_fw GGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTT
GCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAG
ATA 
66.0 
sgRNA_HDRstep4_rv TCAATGTATCTTATCATGTCTGCTCGA 66.0 
3.1.12 Začetni oligonukleotidi za preverjanje izbitje gruče SNORD116 pri 
posameznih klonih 
V tabeli 9 so prikazana zaporedja specifičnih začetnih oligonukleotidov, ki smo jih 
uporabljali za preverjanje uspešnosti delecije genske gruče SNORD116. 
Tabela 9: Specifični začetni oligonukleotidi, ki nalegajo ob predvidenih mestih preloma DNA s Cas9. 
ZAČETNI OLIGONUKLEOTID ZAPOREDJE (od 5' proti 3' koncu) Tm [°C] 
F1_SNORD116 GTGGATGGCTTAGGACGGTA 56.3 
R1_SNORD116 AGGGGCAAGACATTTGACAC 55.6 
F2_SNORD116  CAGGGACTGGGGTATTTGAA 54.3 
R2_SNORD116 TGGTACTGGGTTAGCAAGCA 56.3 
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3.2 Izbira tarčnih zaporedij na lokusu PWS in načrtovanje ustreznih 
sgRNA 
Pri načrtovanju tarčnih zaporedij na lokusu PWS in s tem povezani določitvi zaporedij 
obeh sgRNA smo si pomagali z že znanimi vmesniškimi zaporedji iz literature, s spletnim 
orodjem CHOP-CHOP [57] in z orodjem na spletni strani proizvajalca sintetičnih sgRNA, 
Integrated DNA Technologies (IDT) [58]. Parametri, ki smo jih upoštevali so vključevali 
specifičnost do tarčnega zaporedja oziroma potencialne izven-tarčne učinke, pričakovano 
učinkovitost in komplementarnost med različnimi deli vmesniškega zaporedja. Poleg teh 
pa smo upoštevali še protokol za scCRISPR, ki zahteva, da je vmesniško zaporedje dolgo 
19-21 bp, da se takoj za vmesniškim zaporedjem nahaja motiv PAM in da je prva baza 
zaporedja G, saj je v tem primeru kasnejša transkripcija sgRNA iz U6 promotorja 
učinkovitejša. Sekvenca PAM se lahko nahaja na katerikoli od verig, zato je poleg            
5'-NGG-3', sprejemljivo tudi 5'-CCN-3' zaporedje, ki se more nahajati pred vmesniškim 
zaporedjem. V tem primeru naredimo reverzni komplement vmesniškega zaporedja 
navzgor od 5'-CCN-3' motiva in apliciramo enaka pravila, kot pri 5'-NGG-3'. Na koncu 
smo določenim vmesniškim zaporedjem na vsaki strani dodali še kratke plazmidu sgPal 
homologne sekvence, tako da je bila skupna dolžina naročenega sintetičnega 
oligonukleotida sgRNA 60 bp. V naslednjem koraku smo homologne sekvence še 
podaljšali, da smo dobili funkcionalno matrico za sistem scCRISPR.  
3.3 Amplifikacija in podaljševanje homolognih koncev sintetičnih 
oligonukleotidov sgRNA  
Sintetična oligonukleotida sgRNA smo po protokolu scCRISPR načrtali tako, da sta imela 
kratke homologne regije, ki so komplementarne plazmidu sgPal. S tremi zaporednimi 
verižnimi reakcijami s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) smo poleg 
amplifikacije sgRNA tudi dodatno podaljšali homologne regije, zato da dosežemo večjo 
učinkovitost rekombinacije z sgPal plazmidom v tarčnih celicah [59]. Produkte PCR smo 
po treh zaporednih PCR validirali z agarozno gelsko elektoforezo in jih očistili za 
nadaljnjo uporabo.  
3.3.1 PCR 
Osnovno reakcijsko mešanico smo vedno pripravili v skladu z navodili proizvajalca 
polimeraze DreamTaq (Thermo Scientific), ki smo jo prilagodili protokolu za scCRISPR. 
Posamezne sestave reakcijskih mešanic so navedene v tabelah 11-13, uporabljeni začetni 
oligonukleotidi pa v tabeli 8. PCR smo izvajali v cikličnem termostatu s temperaturnim 
programom, ki je prikazan v tabeli 10. Pri prvih dveh PCR je bilo število ciklov 10, pri 
zadnji pa 35.  
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Tabela 10: Temperaturni program za PCR s polimerazo DreamTaq. X predstavlja število ciklov pri 
posameznih PCR; pri PCR koraku I in II je bilo število ciklov 10, pri PCR koraku III pa 35. 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
začetna denaturacija 95 °C 1 min 1 
denaturacija 95 °C 30 s  
prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
60 °C 30 s X 
podaljševanje DNK verige 72 °C 1 min  
končno podaljšanje 72 °C 10 min 1 
 
PCR-korak I 
60 bp dolga sintetična oligonukleotida sgRNA podaljšamo s smernimi in protismernimi 
oligonukleotidi HDRstep1 in HDRstep2, da dobimo amplikone dolge 293bp. 
Tabela 11: Sestava reakcijske mešanice za PCR korak I 
Reagent volumen [µl] 
20 µM sgRNA1/sgRNA2 1,25 
polimeraza Dream Taq  0,25 
10x pufer Dream Taq 5 
mešanica dNTP (2 mM vsak) 5 
10 µM smerni oligonukleotid HDRstep1_fw 1,25 
10 µM protismerni oligonukleotid HDRstep1_rv 1,25 
10 µM smerni oligonukleotid HDRstep2_fw 1,25 
10 µM protismerni oligonukleotid HDRstep2_rv 1,25 
dH2O 33,5 
Skupaj 50 
 
PCR-korak II 
293bp dolge amplikone iz PCR-koraka I smo v naslednjem koraku podaljšali s smernim 
in protismernim oligonukleotidom HDRstep3, da dobimo produkt dolg 379 bp. 
Tabela 12: Sestava reakcijske mešanice za PCR-korak II 
Reagent volumen [µl] 
produkt PCR koraka I sgRNA1/sgRNA2 2,5 
Dream Taq polimeraza 0,25 
10x pufer Dream Taq 5 
mešanica dNTP (2mM vsak) 5 
10 µM smerni oligonukleotid HDRstep3_fw  1,25 
10 µM protismerni oligonukleotid HDRstep3_rv  1,25 
dH2O 34,75 
Skupaj 50 
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PCR-korak III 
379 bp dolge amplikone iz PCR-koraka II smo v zadnjem koraku podaljšali s smernim in 
protismernim oligonuleotidom HDRstep4, da dobimo končni produkt dolg 415 bp. 
Tabela 13: Sestava reakcijske mešanice za PCR-korak III 
Reagent volumen [µl] 
produkt PCR koraka II sgRNA1/sgRNA2 5 
Dream Taq polimeraza 0,5 
10x pufer Dream Taq 10 
mešanica dNTP (2mM vsak) 10 
10 µM smerni oligonukleotid HDRstep4_fw  5 
10 µM protismerni oligonukleotid HDRstep4_rv  5 
dH2O 69,5 
Skupaj 100 
 
3.3.2 AGE 
Agarozni gel smo pripravili tako, da smo v 30 ml pufra TAE zmešali 2 % (w/v) agaroze 
(SIGMA-ALDRICH) in suspenzijo segreli v mikrovalovni pečici, da se je agaroza 
popolnoma raztopila. Po ohladitvi raztopine na ~50 °C, smo dodali 3 µl barvila SYBR 
Safe (Invitrogen) in rahlo premešali. V elektroforezno kadičko smo vstavili glavniček z 
ustreznim številom žepkov, ki zadržijo ustrezni volumen ter nato vlili gel v model. 
Medtem, ko smo čakali, da se gel strdi, smo zmešali 2 µl končnega amplikona vsake 
sgRNA z ustreznim volumnom vode in 6x nanašalnega pufra (Thermo Fisher Scientific). 
Ko se je gel strdil, smo v žepke nanesli vzorce in 2 µl velikostnega standarda GeneRuler 
1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Velikostni standard smo pred nanosom 
ravno tako zmešali z ustreznim volumnom vode in 6x nanašalnega pufra. Elektroforezno 
kadičko smo napolnili s pufrom TAE in elektroforezo izvajali 55 minut pri napetosti 90 
V.  
3.3.3 Čiščenje PCR produkta 
Po tem, ko smo se z AGE prepričali, da je velikost produktov, ki smo jih dobili s tremi 
zaporednimi PCR reakcijami, ustrezna, smo amplikone sgRNA očistili s kompletom 
reagentov Nucleospin Gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel). Pri tem smo upoštevali 
priložena navodila proizvajalca. Koncentracije očiščenih produktov smo izmerili 
spektrofotometrično na napravi Nanodrop in ob tem tudi preverili čistost vzorcev z 
razmerjem med absorpcijo pri valovni dolžini 260 nm in 280 nm (A260/A280). 
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3.4 Priprava plazmidov 
Plazmida sgPal7 in pSpCas9(BB)-2A-GFP (v nadaljevanju SgPal in SpCas9) sta prispela 
v že transformiranih bakterijah v globokem agarju, zato smo lahko preskočili korak 
transformacije.  
3.4.1 Gojenje transformiranih bakterij 
S cepilno zanko smo se dotaknili bakterij v globokem agarju in jih razmazali na trdno 
gojišče LB z ampicilinom. Trdno gojišče smo v petrijevkah predhodno pripravili po 
protokolih [60], [61]. Dodatek ampicilina je omogočal selekcijo bakterij, saj sta oba 
vektorja, vsebovala gen za odpornost proti ampicilinu. Petrijevki s transformiranimi 
bakterijami smo čez noč inkubirali pri 37 °C v inkubatorju za gojenje bakterij. Naslednji 
dan smo po eno nastalo bakterijsko kolonijo s posameznim vektorjem prenesli v sterilno 
epruveto, v katero smo predhodno odpipetirali 5 ml tekočega gojišča LB in mu dodali 5 
µl ampicilina s koncentracijo 100 mg/ml. Epruveti z bakterijami v tekočem gojišču smo 
stresali približno 6 ur na stresalniku za gojenje bakterijskih kultur pri 37 °C in 200 obratih 
na minuto. Ko je gojišče doseglo primerno stopnjo motnosti zaradi rasti bakterij, smo 1 
ml vsakega prenesli v 200 ml tekočega gojišča LB z ampicilinom s končno koncentracijo 
100 µg/ml. Gojišče z bakterijami smo čez noč stresali na stresalniku za gojenje 
bakterijskih kultur pri 37 °C in 200 obratih na minuto. Naslednji dan smo pred izolacijo 
plazmidne DNA pripravili založno raztopino transformiranih bakterijskih celic v 
glicerolu, ki omogoča dolgotrajno shranjevanje bakterij. V krio vialo smo dodali 400 µl 
100 % glicerola in 600 µl posamezne prekonočne kulture ter rahlo zmešali s pipeto. Krio 
viale smo shranili na –80 °C. 
3.4.2 Izolacija vektorske DNA iz bakterijskih tekočih kultur 
Večje količine vektorske DNA smo iz tekoče prekonočne kulture izolirali s kompletom 
reagentov NucleoBond Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel), manjše pa z peqGOLD Plasmid 
Miniprep Kit I (VWR). Pri tem smo upoštevali priložena navodila proizvajalcev. 
Koncentraciji izoliranih vektorjev smo izmerili spektrofotometrično na napravi Nanodrop 
in ob tem tudi preverili čistost z razmerjem med absorbanco pri valovni dolžini 260 nm 
in 280 nm (A260/A280). 
3.4.3 Restrikcijska analiza plazmidov 
Za vsako reakcijsko mešanico smo uporabili 1 µl encima EcoRI Fast Digest in 2 µl 10x 
pufra Fast Digest (Thermo Fisher Scientific). Masa uporabljene plazmidne DNA je bila 
0,5 µg. Preostanek končnega volumna restrikcijskih reakcij, ki je bil 20 µl, je predstavljala 
voda. Reakcije so potekale v cikličnem termostatu 1 uro pri 37 °C. Velikost produktov 
restrikcijske reakcije smo analizirali z AGE po postopku, ki je opisan v poglavju 3.3.2, z 
razliko, da je bil agarozni gel 1 % in da smo v žepke nanesli celoten volumen reakcije.  
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3.5 Delo s sesalskimi celičnimi linijami   
Pri delu smo uporabljali trajne sesalske celične linije človeškega izvora NTERA2/D1 in 
SH-SY5Y, ki rastejo v obliki adherentnih celičnih kultur.  
3.5.1 Gojenje celic 
Celice smo gojili v plastičnih posodicah za gojenje celičnih kultur v inkubatorju z 
dovodom CO2 v atmosferi s 5 % CO2 pri 37 °C. Gojišče smo zamenjali vsakih 48 ur. Rast 
celic smo spremljali s svetlobnim mikroskopom, ko so celice dosegle 90 % konfluenco, 
smo z vakuumskim sesalnikom odsesali gojišče in dodali TrypLE Select in jih postavili 
nazaj v inkubator. Ko so se celice ločile od podlage, smo delovanje TrypLE Select 
nevtralizirali z dodatkom gojišča, celice smo nato dobro ponovno suspendirali in jih eno 
četrtino prenesli v nove posodice za gojenje celic. V primeru, da smo za določen 
eksperiment potrebovali nacepiti točno določeno število celic, pa smo 10 µl ponovno 
suspendiranih celic s pipeto na rahlo premešali z 10 µl barvila tripan modro. 10 µl 
mešanice smo nanesli na hemocitometer in pod mikroskopom prešteli celice v vseh 4 
kvadrantih. Z enačbo (1) smo izračunali število vseh celic in si ustrezno pripravili redčitev 
za nacepitev točnega števila celic v nove gojitvene posodice. 
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝑙 =  
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 𝑣𝑠𝑒ℎ 4 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑖ℎ
4
 × 2 × 104               … (1) 
3.5.2 Odmrzovanje in zamrzovanje celičnih kultur 
Celice smo odmrzovali tako, da smo posamezno krio vialo s celicami vzeli iz 
zmrzovalnika in ji takoj dodali gojišče, ki je bilo predhodno segreto na 37 °C. S postopnim 
odvzemanjem odtaljenih celic in dodajanjem segretega hranilnega gojišča smo odtaljene 
celice prenesli v centrifugirko in centrifugirali 5 min pri 200 g. Po centrifugiranju smo z 
vakuumskim sesalnikom odstranili supernatant, usedlino s celicami pa ponovno 
suspendirali v svežem gojišču ter prenesli na gojitvene posodice. 
Pri zamrzovanju smo celice po enakem postopku kot pri precepljanju, ločili od podlage 
in 5 minut centrifugirali pri 200 g. Po centrifugiranju smo supernatant odstranili z 
vakuumskim sesalnikom in celicam namesto navadnega gojišča, dodali zamrzovalno 
gojišče, sestavljeno iz 90 % (v/v) FBS in 10 % (v/v) DMSO. Po 1 ml tako pripravljene 
suspenzije celic smo nato prenesli v krio vialo. Vialo s celicami smo za en dan shranili v 
zamrzovalniku pri –80 °C, nato pa naslednji dan prenesli v tekoči dušik.  
3.5.3 Krivulja preživetja 
Pred transfekcijo sesalskih celic z vsemi predhodno pripravljenimi komponentami za 
scCRISPR, smo morali narediti še krivuljo preživetja (angl. kill curve) netransfeciranih 
celic s higromicinom B. S tem smo določili najnižjo koncentracijo antibiotika, pri kateri 
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netransfecirane celice ne preživijo, kar nam je omogočilo selekcijo celic, ki so sprejele 
plazmid sgPal, na katerem se nahaja zapis za rezistenco proti higromicinu B. V gojitveno 
posodico s štiriindvajsetimi vdolbinicami smo v vsako vdolbinico nacepili 2 × 105 celic. 
Po 24 urah smo celicam dodali hranilno gojišče z različnimi koncentracijami higromicina 
B. Razpon koncentracij je bil od 0 do 300 µg/ml, pri čemer smo za vsako koncentracijo  
naredili dve tehnični ponovitvi. Vsak dan smo s svetlobnim mikroskopom spremljali 
odstotek preživelih celic ter jim po 48 urah zamenjali sveže hranilno gojišče z ustreznimi 
koncentracijami antibiotika. Po treh dneh smo določili najnižjo koncentracijo antibiotika, 
ki je povzročila smrt vseh celic.  
3.5.4 Transfekcija sesalskih celic 
Pri optimizaciji transfekcije s transfekcijskimi reagenti smo dan pred transfekcijo prenesli 
v plošče s štiriindvajsetimi vdolbinicami 2 × 105 celic (NTERA2/D1 ali SH-SY5Y), da 
so bile na dan transfekcije 70 – 90 % konfluentne. Za transfekcijo smo uporabljali pet 
različnih kompletov transfekcijskih reagentov: Lipofectamine 2000 Transfection Reagent 
(Invitrogen), NeuroPORTER Transfection Kit (Gene Therapy Systems, Inc), FuGENE 
HD Transfection Reagent (Promega), Xfect Transfection Reagent (Clontech 
Laboratories, Inc) in X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche). Transfekcijo 
z vsakim posameznim transfekcijskim reagentom smo delali po protokolu proizvajalca in 
s priporočenimi koncentracijami. Pri optimizaciji transfekcije smo uporabljali le očiščen 
plazmid spCas9, saj je vseboval zapis za izboljšani zeleni fluorescenčni protein (angl. 
enhanced green fluorescent protein, EGFP). Poleg transfekcije pritrjenih celic smo 
poskušali protokol optimizirati tako, da smo na dan transfekcije celice odlepili od podlage 
z dodatkom TrypLE Selecta. Nato smo odlepljene celice prenesli v centrifugirke in jih 
centrifugirali 5 min pri 200 g. Supernatant smo odstranili, usedlino s celicami pa ponovno 
suspendirali v gojišču z že formiranimi kompleksi med posameznimi transfekcijskimi 
reagenti in plazmidno DNA. 
Pri optimizaciji elektroporacije smo v 150 µl dali 1 × 106 celic z 8 µg plazmida spCas9. 
Celice smo poskušali elektroporirati v hranilnem gojišču, v hranilnem gojišču z dodatkom 
FBS in v PBS pri napetostih 150 V – 300 V ter kapacitivnostih 200 – 500 µF. Celice smo 
elektroporirali v stekleni kiveti z elektroporatorjem NEPA21 (Nepagene). 
Pri kotransfekciji celic z obema plazmidoma in obema podaljšanima sintetičnima sgRNA 
oligonukleotidoma, smo dan pred transfekcijo prenesli v plošče s šestimi vdolbinicami     
5 × 105 celic (NTERA2/D1 ali SH-SY5Y), da so bile na dan transfekcije 70 – 90 % 
konfluentne. Za kotransfekcijo smo uporabljali transfekcijski reagent X-tremeGENE 9 
DNA Transfection Reagent v razmerju DNA:reagent 1:3 in delali po protokolu 
proizvajalca. Glede na protokol je priporočena količina celotne DNA za transfekcijo v 
ploščah s šestimi vdolbinicami 2 µg, zato smo pri sočasni transfekciji vseh komponent 
sistema scCRISPR, uporabili toliko posamezne DNA, da je bilo pri skupni masi 2 µg 
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množinsko razmerje med obema plazmidoma in med obema sgRNA 1:1 ter med sgRNA 
in plazmidoma 2:1.  
3.6 Selekcija celic 
Po transfekciji sta sledili dve selekciji, s katerima smo ločili celice, ki so sprejele oba 
plazmida od ostalih. Prvo selekcijo smo izvedli s celičnim sorterjem, kjer smo na podlagi 
zelene fluorescence preverjali ali celice vsebujejo plazmid spCas9, ki vsebuje zapis za 
reporterski gen EGFP. Drugo selekcijo smo na EGFP-pozitivnih celicah izvedli z 
antibiotikom higromicinom B, saj se zapis za rezistenco proti antibiotiku nahaja na 
plazmidu SgPal.  
3.6.1 Priprava vzorcev za sortiranje 
48 ur po transfekciji smo transfeciranim in kontrolnim celicam z vakuumskim sesalnikom 
odstranili gojišče ter jih 3-krat sprali s sterilnim PBS. Celice smo ločili od podlage z 
dodatkom reagenta TrypLE Select. Odlepljenim celicam smo dodali PBS in jih prenesli 
v 15-mililitrske centrifugirke ter jih 5 min centrifugirali pri 200 g. Po centrifugiranju smo 
z vakuumskim sesalnikom odstranili supernatant, pelet, v katerem so bile celice, pa 
ponovno suspendirali v 1 ml PBS. Za odstranitev celičnih skupkov, ki bi lahko zamašili 
napravo za sortiranje celic, smo celice filtrirali s celičnim sitom s porami velikosti 30 µm. 
Kontrolne in transfecirane celice smo na koncu še prenesli v posebne polistirenske 
epruvete za celično sortiranje in jih hranili na ledu do začetka sortiranja.  
3.6.2 Sortiranje celic s celičnim sorterjem 
Pred začetkom sortiranja smo na celičnem sorterju opravili vse kontrolne teste, vključno 
z izračunom zamika kapljic, delovanjem laserja in fotodetektorjev ter kalibracijo med 
laserjem in tokom. Analiza vzorcev je potekala z laserjem z valovno dolžino 488 nm in 
100 mW ter detektorji. Fotodetektor FSC (angl. Forward Scatter) zazna svetlobo, ki jo 
celica sipa v smeri laserskega žarka, pri čemer je količina detektirane svetlobe povezana 
z velikostjo celice. Fotodetektor SSC (angl. Side Scatter) detektira razpršeno svetlobo 
pravokotno od smeri laserskega žarka, pri čemer je količina prejete svetlobe povezana z 
granuliranostjo celice. Granuliranost celice določajo količina in lastnosti membranskih 
struktur ter organelov (lizosomi, endoplazmatski retikulum, fagosom, citoplazemska in 
jedrna membrana). Tako FSC kot SSC sta edinstvena za posamezno celico in kombinacija 
obeh parametrov nam pomaga ločiti celice med seboj. Za detekcijo EGFP-pozitivnih celic 
smo uporabili fluorescenčni detektor FL1, ki meri zeleno svetlobo, ki jo oddajajo EGFP-
pozitivne celice po ekscitaciji z laserjem.  
Pridobivanje podatkov in analiza sortiranja sta bila opravljena s programom ProSort 
Software (Bio-Rad). S cikličnim načinom delovanja sorterja smo najprej analizirali 
netransfecirane kontrolne celice in si z njimi pomagali, da smo določili populacijo celic, 
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ki morfološko ustrezajo zdravim celicam. Na točkovnem diagramu FSC/SSC smo 
označili regijo in tako izbrali dogodke (celice), ki jih želimo v nadaljnji analizi. Z uporabo 
izbrane regije smo iz nadaljnje analize izločili celični debri, ki se je nahajal v levem 
spodnjem kotu diagrama. Ravno tako smo s pomočjo kontrolnih celic označili regije tudi 
na FSC-H/FSC-W in SSC-H/SSC-W točkovnih diagramih in tako izločili dublete celic. 
Nato smo prilagodili voltažo za FSC, SSC in FL1, da smo zagotovili optimalno ločitev 
med celicami. Pred začetkom sortiranja smo še izbrali posamezne izhode za EGFP-
pozitivne in EGFP-negativne celice ter način sortiranja nastavili na »Obogatitveno 
sortiranje« (angl. Enrich), s katerim smo zagotovili pridobitev maksimalnega števila 
EGFP-pozitivnih celic. S takimi nastavitvami smo nato sortirali celice in jih zbirali v 
polistirenskih epruvetah, ki smo jim predhodno dodali 500 µl FBS po steni epruvet, da se 
ne bi celice izsušile. Po končanem sortiranju smo EGFP-pozitivne in EGFP-negativne 
celice prenesli v gojitvene posodice s hranilnim gojiščem. EGFP-negativne celice smo 
ohranili kot kontrolo.  
3.6.3 Selekcija celic z antibiotikom 
Naslednji dan po sortiranju smo EGFP-pozitivnim in EGFP-negativnim celicam 
zamenjali hranilno gojišče s svežim, ki je vseboval antibiotik higromicin B. Končno 
koncentracijo antibiotika za posamezno celično linijo smo določili s pomočjo krivulje 
preživetja, ki je opisana v poglavju 3.5.3. Po 48 urah smo celicam zamenjali hranilno 
gojišče za svežega z ustrezno koncentracijo antibiotika. Po 72 urah smo celicam odstranili 
hranilno gojišče z vakuumskim sesalnikom in jih 3-krat sprali s PBS ter jim dodali novo 
hranilno gojišče brez antibiotika. Postopek spiranja in zamenjave hranilnega gojišča smo 
naslednji dan ponovili.  
3.6.4 Izbiranje posameznih klonov 
Celice, ki so preživele po obeh selekcijah, smo še naprej gojili, da so se namnožile. Ko 
so se celice namnožile dovolj, da so bile konfluentne v gojitveni posodici s šestimi 
vdolbinicami, smo jih odlepili od podlage z dodatkom reagenta TrypLE Select in jih 
prešteli. Celice smo nato dobro ponovno suspendirali in redčili tako, da smo nacepili 500, 
750 in 1000 celic na tri 10 cm gojitvene posodice. Ostale celice smo zamrznili in jih 
shranili na -80 °C (postopek je opisan v poglavju 3.5.2). Čez približno dva tedna, ko smo 
posamezne kolonije lahko videli s prostim očesom, smo gojitvene posodice postavili proti 
svetlobi in označili posamične kolonije, ki smo jih videli, s flomastrom. Označene 
kolonije smo pregledali pod svetlobnim mikroskopom, pri čemer smo pazili, da so vse 
dokončno izbrane kolonije okrogle oblike in dovolj oddaljene ene od drugih. Cirkularna 
oblika kolonije nam pove, da gre res za klone ene same celice, medtem ko npr. elipsasta 
oblika nam pove, da kolonijo sestavljata vsaj 2 različna klona celic, ki sta bila nacepljena 
en blizu en drugega. Dovolj velika oddaljenost med kolonijami pa je omogočala lažji 
prenos posameznih klonov v ločene gojitvene posodice, ne da bi prišlo do mešanja z 
drugimi celičnimi kolonijami. Za prenos posameznih kolonij iz 10 cm plošč, smo si 
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pripravili gojitvene posodice s štiriindvajsetimi vdolbinicami, jih postavili pod kotom in 
v vsako odpipetirali 100 µl TripLE Select-a. 10 cm ploščam s celicami smo najprej 
odstranili hranilno gojišče z vakuumskim sesalnikom, za tem pa smo z 10-mikrolitrsko 
pipeto odpipetirali 5 µl sterilnega PBS in ga počasi nanesli na posamezno kolonijo (pri 
manjših kolonijah smo uporabili tudi manjše volumne PBS), katero smo nato nežno 
podrgnili s pipetnim nastavkom in tekočino takoj nazaj zbrali v pipeto. Vsako označeno 
kolonijo smo na ta način prenesli v TripLE Select v ločeno vdolbinico na plošči. 
Prenesenim celicam smo nato dodali še hranilno gojišče in jih gojili, da so se namnožile.  
3.7 Pregledovanje uspešnosti delecije 
Celice smo gojili dokler nismo imeli vsaj 5 x 105 celic vsakega klona. Iz približno 
polovice celic vsake kolonije smo nato izolirali genomsko DNA, ostalo polovico pa 
shranili. S specifičnimi začetnimi oligonukleotidi, ki smo jih predhodno načrtali, da 
nalegajo ob predvidenih mestih preloma DNA s Cas9, smo s PCR preverili ali je bila 
delecija genske gruče SNORD116 uspešna.  
3.7.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov za preverjanje delecije 
Za preverjanje uspešnosti delecije genske gruče SNORD116 v celicah, smo načrtali dva 
seta začetnih oligonukleotidov, ki so navedeni v tabeli 9. Pri načrtovanju smo bili pozorni, 
da vsak par nalega ob enem cepitvenem mestu DNA s Cas9 in da ima vsak par začetnih 
oligonukleotidov podobno temperaturo prileganja (Tm). Prvi par začetnih 
oligonukleotidov (F1_SNORD116 in R1_SNORD116) nalega navzgor in navzdol od 
predvidenega cepitvenega mesta v bližini SNORD116.1 in v primeru, da ne pride do 
delecije, pomnoži fragment dolg 243 bp. Drugi par začetnih oligonukleotidov. 
(F2_SNORD116 in R2_SNORD116) nalega navzgor in navzdol od predvidenega 
cepitvenega mesta v bližini SNORD116.30 in v primeru, da ne pride do delecije pomnoži 
fragment dolg 408 bp. Specifičnost načrtanih začetnih oligonukleotidov smo na koncu še 
preverili s spletnim računalniškim orodjem Primer-BLAST [62], ki nam je dal 
informacijo o tem kakšna je verjetnost, da začetni oligonukleotidi nalegajo še na kakšno 
drugo mesto v genomu in kašne velikosti amplikonov lahko pričakujemo.  
3.7.2 Izolacija genomske DNA 
Celicam smo odstranili hranilno gojišče z vakuumskim sesalnikom in jih 3-krat sprali s 
sterilnim PBS ter jih nato odlepili od podlage z dodatkom reagenta TrypLE Select. 
Približno polovico celic vsake kolonije smo prenesli v mikrocentrifugirko, jim dodali 
PBS in centrifugirali 10 minut pri 8000 g. Drugo polovico smo pustili v gojitveni posodici 
in ji dodali hranilno gojišče ter shranili nazaj v inkubator. Po centrifugiranju smo 
odstranili supernatant, usedlina, v kateri so bile celice, pa smo ponovno suspendirali v 
100 µl TE pufra z dodatkom 0,1 % Triton X-100. Tako pripravljeno mešanico smo 5 
minut segrevali v termobloku pri 100 °C, za tem pa jo vorteksirali in centrifugirali 10 min 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
36 
 
pri 1300 g. Supernatant, v katerem je bila raztopljena DNA, smo prenesli v svežo 
mikrocentrifugirko. Koncentracijo DNA smo izmerili spektrofotometrično na napravi 
Nanodrop.  
3.7.3 Preverjanje delecije s PCR 
Osnovno reakcijsko mešanico smo vedno pripravili v skladu z navodili proizvajalca 
polimeraze KOD z vročim začetkom (Novagen). Vse uporabljene reagente smo pred 
pripravo reakcijske mešanice najprej odtalili, nato jih vorteksirali in še centrifugirali. Da 
bi zmanjšali možnost napak pri pipetiranju, smo vedno najprej pripravili mešanico pufra, 
deoksiribonukleotidov (dNTP), začetnih oligonukleotidov, magnezijevega sulfata in 
polimeraze. Mešanico smo potem vorteksirali in centrifugirali ter jo v ustreznem volumnu 
dodali mikrocentrifugirkam za PCR, ki so predhodno vsebovale izolirano DNA 
posamezne kolonije in vodo. Sestava reakcijske mešanice je navedena v tabeli 14, 
uporabljeni začetni oligonukleotidi pa v tabeli 9. PCR smo izvajali v cikličnem termostatu 
s temperaturnim programom, ki je prikazan v tabeli 15. 
Tabela 14: Sestava reakcijske mešanice za preverjanje delecije s PCR 
Reagent volumen [µl] 
100 ng genomske DNA 1 
polimeraza KOD z vročim začetkom 0,5 
10x pufer KOD z vročim začetkom  2,5 
mešanica dNTP (2 mM vsak) 
25 mM MgSO4 
2,5 
1,5 
10 µM smerni oligonukleotid  0,75 
10 µM protismerni oligonukleotid  0,75 
dH2O 15,5 
Skupaj 25 
 
Tabela 15: Temperaturni program za PCR s polimerazo KOD z vročim začetkom. X predstavlja nižjo Tm 
enega izmed začetnih oligonukleotidov iz vsakega para. 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
začetna denaturacija 95 °C 2 min 1 
denaturacija 95 °C 20 s  
prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
X °C 10 s 45 
podaljševanje DNK verige 70 °C 90 s  
končno podaljšanje 70 °C 2 min 1 
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3.7.4 AGE 
Agarozni gel smo pripravili tako, da smo v 126 ml pufra TAE zmešali 1 % (w/v) agaroze 
(SIGMA-ALDRICH) in suspenzijo segreli v mikrovalovni pečici, da se je agaroza 
popolnoma raztopila. Po ohladitvi raztopine na ~50 °C, smo dodali 12,6 µl barvila SYBR 
Safe (Invitrogen) in rahlo premešali. V elektroforezno kadičko smo vstavili glavniček z 
zadostnim številom žepkov in ustreznim volumnom ter nato vlili gel v model. Medtem, 
ko smo čakali, da se gel strdi, smo zmešali celoten volumen produktov PCR vsake 
reakcije z ustreznim volumnom vode in 6x nanašalnega pufra (Thermo Fisher Scientific). 
Ko se je gel strdil, smo v žepke nanesli vzorce in 2 µl velikostnega standarda GeneRuler 
100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Velikostni standard smo pred 
nanosom ravno tako zmešali z ustreznim volumnom vode in 6x nanašalnega pufra. 
Kadičko smo napolnili s pufrom TAE in elektroforezo izvajali 60 minut pri napetosti 120 
V.  
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4 Rezultati in razprava  
4.1 Izbira celičnih linij 
Ena izmed najpomembnejših nalog raziskav na področju PWS je iskanje in ovrednotenje 
nekanoničnih RNA-tarč družine SNORD116. V našem laboratoriju so že ustvarili cDNA-
knjižnico fizioloških RNA-RNA interakcij SNORD116 z metodo PARIS (angl. Psoralen 
Analysis of RNA Interactions and Structures). Metoda temelji na modificirani spojini 
psoralena, ki omogoča reverzibilno prečno povezovanje molekul RNA, ki tvorijo 
interakcije in vivo v celicah. Za validacijo najbolj verjetnih potencialnih tarč, ki jih bomo 
izbrali z bioinformatskimi metodami, pa je potreben ustrezen celični model z izbito 
gensko gručo SNORD116. Za poskuse izbitja genske gruče SNORD116 smo izbrali 
nevroblastomsko celično linijo SH-SY5Y in pluripotentno embrionalno karcinomsko 
celično linijo N-TERA2/D1. Obe celični liniji sta človeškega izvora, kar pomeni, da 
izražata transkripte značilne za ljudi in predstavljata dober približek nevronov, kjer se 
SNORD116 v največji meri izraža in kjer se posledice pomanjkanja te genske gruče 
najbolj poznajo pri fenotipu pacientov (hipotalamična disfunkcija). Primarni razlog za 
izbiro teh dveh celičnih linij je bil ravno ta, da obe endogeno izražata gensko gručo 
SNORD116 v večjih koncentracijah, kar naj bi nam omogočilo še bolj izrazit vpogled v 
biološke funkcije te genske gruče v celičnem okolju [63]. 
Z raziskavami na transgenih miših Snord116 so ugotovili, da se Snord116 ne lokalizira v 
jedrcu celic, ki endogeno ne izražajo genske gruče [39]. Pomembnost izbire celične linije 
z endogenim izražanjem SNORD116 je torej pomembna tudi iz razloga lokalizacije, saj 
bi poskusi na celičnih linijah z eksogenim izražanjem lahko zakrili pravo funkcijo 
SNORD116 v celicah. To dokazuje tudi primerjava genov s spremenjenim izražanjem, ki 
so jih detektirali pri analizi hipotalamičnega tkiva pacientov s PWS in pri prekomerni 
ekspresiji SNORD116 v celicah HEK293T, ki endogeno ne izražajo genske gruče [38]. 
Pri analizi hipotalamičnega tkiva so odkrili spremenjeno izražanje 5113 genov, medtem 
ko pri prekomernem izražanju SNORD116 v HEK293T 274 genov, od tega pa je skupnih 
le 37 (slika 8). Če primerjamo spremenjene gene hipotalamičnega tkiva z RNA-tarčami 
SNORD116 v celicah NTERA-2/D1, ki smo jih pridobili z metodo PARIS v našem 
laboratoriju (ne objavljeni podatki), je pa skupnih 437 genov. Primerjava potrjuje našo 
hipotezo, da so za relevantne rezultate nujni celični modeli z endogenim izražanjem 
SNORD116.  
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Slika 8: Primerjava genov povezanih s PWS iz treh različnih študij. Vennov diagram 
prikazuje število skupnih genov, ki so bili pridobljeni z analizo spremenjenega izražanja genov v 
hipotalamičnem tkivu pacientov s PWS in pri poskusu prekomernega izražanja SNORD116 v 
celicah HEK293T ter genov, ki so bili z metodo PARIS detektirani kot RNA-tarče genske gruče 
SNORD116. 
4.2 Izbira tarčnih zaporedij na lokusu PWS 
Glede na zahteve sistema scCRISPR in glede na vmesniška zaporedja iz literature smo 
med zaporedji, ki sta jih predlagali orodje CHOP-CHOP [57] in orodje na spletni strani 
proizvajalca sintetičnih sgRNA, Integrated DNA Technologies (IDT) [58],                   
izbrali vmesniški zaporedji: 5'-GCCACTCTCATTCAGCACGT-3' in                                     
5'-GAGCCATCCATAAGTTATCT-3'. Z izbranima vmesniškima zaporedjema smo 
želeli deletirati 57,4 kb dolg genomski segment, ki obsega celotno gensko gručo 
SNORD116. Tarčno zaporedje za vezavo prve izbrane sgRNA se nahaja na kromosomu 
15 (25.051.256 – 25.051.275 bp) na smerni verigi in sicer 201 bp navzdol od mesta, kjer 
se na smerni verigi nahaja gen za SNORD116-1. Tarčno zaporedje za vezavo druge 
izbrane sgRNA, pa se nahaja na kromosomu 15 (25.108.607 – 25.108.626 bp) na 
protismerni verigi in sicer 254 bp navzgor od mesta, kjer se na smerni verigi nahaja gen 
za SNORD116-30 (slika 9). 
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36 
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Izbranima vmesniškima zaporedjema smo na obeh straneh po scCRISPR protokolu dodali 
še kratke sekvence, ki so komplementarne zaporedju na plazmidu sgPal in jih 
poimenovali sgRNA1 in sgRNA2. 60 bp dolga sintetična oligonukleotida sgRNA smo 
nato v naslednjem koraku še podaljšali in amplificirali, da smo dobili funkcionalno 
matrico za homologno rekombinacijo s plazmidom sgPal. Po rekombinaciji se naša 
izbrana vmesniška zaporedja integrirajo v plazmid sgPal, na katerem se nahaja ogrodno 
zaporedje za sgRNA, ki omogoča, da po transkripciji nastane funkcionalni kompleks med 
sgRNA in nukleazo Cas9. 
4.3 Podaljšanje homolognih regij in amplifikacija oligonukleotidov 
sgRNA 
Da bi zagotovili večjo učinkovitost pri homologni rekombinaciji s plazmidom sgPal, smo 
amplificirali in podaljšali homologne regije oligonukleotidov sgRNA1 in sgRNA2 [59]. 
To smo storili s tremi zaporednimi PCR, pri katerih smo v vsakem koraku uporabljali 
specifične prekrivajoče se začetne oligonukleotide. Na koncu smo dobili 415 bp dolg 
dvoverižen DNA homologni fragment za vsako sgRNA (slika 10). 
 
 
Slika 9: Položaji izbranih vmesniških zaporedij sgRNA na kromosomu 15. Vezavno mesto 
za prvo izbrano sgRNA se nahaja na kromosomu 15: 25.051.256 – 25.051.275, za drugo pa na 
kromosomu 15: 25.108.607 – 25.108.626. 
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Slika 10: Postopno podaljševanje zaporedja oligonukleotida sgRNA1 po vsakem PCR.  
Dobljena fragmenta pomnoženih in podaljšanih sgRNA smo validirali z agarozno gelsko 
elektroforezo. Iz rezultatov je vidno, da sta oba fragmenta ustrezno dolga, saj na sliki 
agaroznega gela opazimo pri vsakem vzorcu samo eno liso (slika 11, žepek 2 in 3), ki 
ustreza pričakovani velikosti produkta. Po tem, ko smo potrdili ustreznost amplikonov 
smo jih očistili in izmerili koncentracijo za nadaljnjo uporabo.  
  
Slika 11: Elektroforezna analiza pomnoženih in podaljšanih oligonukleotidov sgRNA po 
treh zaporednih PCR. Elektroforezna analiza je potekala na 2 % agaroznem gelu 55 minut pri 
90 V. Razporeditev po žepkih: 1 – standard velikosti, 2 – amplikon sgRNA1, 3 – amplikon 
sgRNA2. 
 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
43 
 
4.4 Restrikcijska analiza plazmidov 
Po tem, ko smo plazmida namnožili v bakterijah in ju izolirali, smo preverili njuno 
ustreznost z restrikcijsko analizo. Za analizo smo izbrali restrikcijski encim EcoRI, saj 
reže oba plazmida dvakrat. Pri restrikciji plazmida spCas9 dobimo fragmenta dolga 783 
bp in 8505 bp, pri restrikciji plazmida sgPal  pa fragmenta dolga 856 bp in 5206 bp. Iz 
rezultatov agarozne gelske elektroforeze (slika 12) je razvidno, da smo dobili pričakovane 
fragmente, saj opazimo pri obeh rezanih plazmidih (slika 12, žepka 3 in 5), posamezni 
lisi med 700 in 1000 bp, pri čemer je lisa z razrezanim plazmidom sgPal pričakovano 
višje. Če primerjamo vzorca restrikcijskih analiz s pripadajočimi kontrolami nerazrezanih 
plazmidov, lahko opazimo, da je pri obeh rezanih vzorcih ostal velik del plazmida v 
nerazrezani obliki. Z daljšim časom inkubacije plazmidov z restrikcijskim encimom bi 
lahko povečali delež razrezanih fragmentov, a smo kljub temu, dobili željen rezultat in 
potrdili ustreznost izoliranih plazmidov, zato smo z delom nadaljevali.  
 
Slika 12: Restrikcijska analiza plazmidov spCas9 in sgPal z restrikcijskim encimom EcoRI. 
Elektroforeza je potekala na 1 % agaroznem gelu 60 minut pri 90 V. Razporeditev po žepkih: 1 – 
standard velikosti, 2 – nerazrezan plazmid spCas9, 3 – plazmid spCas9 rezan z restrikcijskim 
encimom EcoRI, 4 – nerazrezan plazmid sgPal, 5 – plazmid sgPal rezan z restrikcijskim encimom 
EcoRI. 
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4.5 Krivulja preživetja sesalskih celic s higromicinom B 
Za selekcijo celic, ki so sprejele plazmid sgPal, na katerem je zapis za rezistenco proti 
higromicinu B, smo pred transfekcijo naredili še krivuljo preživetja. S tem smo določili 
najnižjo koncentracijo antibiotika, ki je toksična za netransfecirane celice in povzroči 
njihovo smrt. Krivuljo preživetja smo naredili v razponu koncentracij od 0 do 300 µg/ml, 
pri čemer smo za vsako koncentracijo naredili dve tehnični ponovitvi. S svetlobnim 
mikroskopom smo vsak dan spremljali odstotek preživelih celic in po 72 urah določili 
najnižjo koncentracijo antibiotika pri kateri, so bile vse celice mrtve. Za tridnevno 
selekcijo smo se odločili zato, ker se plazmida izražata le prehodno in se ne integrirata v 
genom. Zaradi tega, se taki plazmidi ne prenašajo iz generacije v generacijo in se 
postopoma redčijo med procesom celične delitve ali jih preprosto razgradijo celične 
nukleaze. Posledično bi lahko s podaljšanim časom selekcije povzročili smrt tudi 
hčerinskih celic, ki izhajajo iz transfecirane celice ali celic, ki so se transfecirale s 
plazmidom, a ga kasneje izgubile [64]. S pomočjo rezultatov, ki smo jih pridobili iz 
krivulje preživetja na celicah NTERA-2/D1 (slika 13A) smo določili koncentracijo          
75 µg/ml, medtem ko smo se pri celicah SH-SY5Y (slika 13B) določili koncentracijo    
100 µg/ml, saj sta bili to koncentraciji pri katerih so bile vse celice mrtve po treh dneh.  
 
 
Slika 13: Krivulja preživetja sesalskih celic z antibiotikom higromicinom B. A: Celice 
NTERA2/D1 in B: SH-SY5Y smo gojili 3 dni z različnimi koncentracijami antibiotikov in merili 
viabilnost na dan 0, 1, 2 in 3. Za vsako časovno točko je vzdolž osi y prikazan odstotek preživelih 
celic. Netretirane celice so bile uporabljene kot pozitivna kontrola. Rast celic pri posamezni 
koncentraciji antibiotika je prikazana z različnimi krivuljami, ki so obrazložene v legendi. 
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4.6 Transfekcija 
Po tem, ko smo pripravili in preverili vse komponente za metodo scCRISPR, smo 
nadaljevali z optimizacijo transfekcije na obeh celičnih linijah. Zaradi velike količine 
DNA (plazmida spCas9 in SgPal ter sgRNA1 in sgRNA2), ki smo jo morali vnesti v 
celice, smo pričakovali, da bo učinkovitost transfekcije nizka. Predhodna optimizacija 
transfekcije je bila ključnega pomena, saj je za nevrone in celične linije, ki izhajajo iz 
nevronov, kot sta nevronska prekurzorska celična linija NTERA-2/D1 in 
nevroblastomska celična linija SH-SY5Y, značilno, da se težje transfecirajo, kar še 
dodatno zahteva iskanje čimbolj optimalnih pogojev za vnos tuje DNA [65]. Pri 
optimizaciji smo uporabljali le očiščen plazmid spCas9, na katerem se nahaja zapis za 
reporterski gen EGFP, saj smo lahko že 48 h po transfekciji, enostavno preverili 
učinkovitost posameznega eksperimenta s pomočjo invertnega fluorescenčnega 
mikroskopa.  
Pri poskusih optimizacije transfekcije smo uporabljali pet različnih kompletov 
komercialnih transfekcijskih reagentov ter pri vsakem prilagajali razmerja med količino 
reagenta in DNA. Celice smo poskusili transfecirati s kationskimi liposomskimi 
transfekcijskimi reagenti, kot sta Lipofectamine 2000 in NeuroPORTER, pri čemer naj bi 
bil slednji specifičen za nevronske celice in celice, ki izvirajo iz nevronov, ter z 
neliposomskimi, kot so FuGENE HD, X-fect in X-tremeGENE 9, ki so polimerni 
transfekcijski reagenti.  
 
Slika 14: Shematski prikaz rezultatov optimizacije transfekcije z različnimi 
transfekcijskimi reagenti. Pri črnih vdolbinicah nismo zaznali fluorescence ali pa smo te zaznali 
zelo malo, pri zelenih pa je bila učinkovitost transfekcije vsaj 10 %.  V vsaki vdolbinici je tudi 
napisano razmerje med DNA in transfekcijskim reagentom.  
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Iz rezultatov transfekcije na celicah SH-SY5Y (slika 14), smo ugotovili, da se celice na 
splošno bolje transfecirajo s polimernimi transfekcijskimi reagenti, kot z liposomskimi. 
Pri transfekciji z reagentom NeuroPORTER nismo zaznali fluorescence v nobeni 
vdolbinici, prav tako pa je bila neuspešna tudi transfekcija z reagentom Lipofectamine 
2000, kjer je le nekaj celic v vdolbinici z razmerjem 1:3 izražalo EGFP, v vdolbinici z 
razmerjem 1:2 pa skoraj nobena. Fluorescenco smo zaznali pri transfekcijah z reagenti 
FuGENE HD, X-fect in X-tremeGENE 9. Za najuspešnejši sta se izkazali transfekcija z 
reagentom X-tremeGENE 9 v razmerju 1:3 in z reagentom X-fect, kjer je 10-30 % celic 
izražalo EGFP. Na koncu smo se odločili za transfekcijski reagent X-tremeGENE 9, saj 
je tam največ celic izražalo reporterski gen (slika 15).  
 
Pri transfekciji celic NTERA-2/D1 smo dobili podobne rezultate kot pri celicah SH-
SY5Y, le da je bila učinkovitost transfekcije v primerjavi z nevroblastomsko celično 
linijo v vseh primerih izjemno nižja (slika 14). Prav tako kot pri celicah SH-SY5Y  tudi 
pri NTERA-2/D1 nismo zaznali fluorescence pri transfekciji z reagentom 
NeuroPORTER. Z reagenti Lipofectamine 2000, FuGENE in X-fect se je transfeciralo le 
nekaj posameznih celic v vsaki vdolbinici. Najboljši rezultat pri transfekciji celic  
NTERA-2/D1 smo dobili z X-tremeGENE 9 v razmerju 1:3, a je bila kljub temu 
učinkovitost transfekcije manj kot 10 %. Uporaba večjega volumna transfekcijskega 
reagenta X-tremeGENE 9 (razmerje 1:6) je bila za celice toksična.  
Slika 15: Rezultati transfekcije celične linije SH-SY5Y s transfekcijskim reagentom X-
tremeGENE 9 v razmerju 1:3. Fotografije so bile posnete s kamero na fluorescenčnem 
mikroskopu Zeiss Axio Observer, 48 ur po transfekciji s plazmidom spCas9. A: Celice SH-
SY5Y transfecirane s plazmidom spCas9, slikane pod belo svetlobo. B: Fluorescenca celic iz 
A. C: Kombinacija slik A in B. D: Kontrolne netransfecirane celice SH-SY5Y, slikane pod belo 
svetlobo. E: Fluorescenca celic iz B. F: Kombinacija slik D in E. 
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Učinkovitost transfekcije smo poskušali izboljšati tudi s spremenjenim protokolom za 
transfekcijo, kjer smo celice na dan transfekcije odlepili od podlage in jih inkubirali z 
gojiščem, ki je vseboval že formirane komplekse med DNA in transfekcijskim 
reagentom. Kljub temu, da se je metoda v literaturi izkazala kot učinkovita za številne 
celične linije [66], pri našem poskusu ni bistveno spremenila rezultat, ki smo ga dobili pri 
standardnem protokolu za transfekcijo.  
Zaradi nizke učinkovitosti transfekcije s transfekcijski reagenti pri celicah NTERA-2/D1, 
smo poleg kemijske transfekcije poskusili tudi s fizikalno metodo vnosa DNA – 
elektroporacijo. Prav tako kot pri transfekciji s transfekcijskimi reagenti, smo tudi pri 
elektroporaciji skušali optimizirati pogoje, da bi dosegli čim večjo učinkovitost 
transfekcije. Celice smo elektroporirali tako v PBS kot v hranilnem gojišču brez seruma 
pri različnih napetostih (150, 200 in 300 V) in različnih kapacitivnostih (200, 300 in 500 
µF). Celice NTERA-2/D1 se pri napetosti 150 V niso v nobenem primeru transfecirale, 
pri večjih napetostih pa so vse umrle. Ker smo najboljše rezultate pri transfekciji celic 
NTERA-2/D1 kljub vsemu dobili z celic z reagentom X-tremeGENE9 v razmerju 1:3, 
smo slednjega uporabili za sočasno transfekcijo celic z vsemi komponentami scCRISPR 
(slika 16). 
 
Slika 16: Rezultati transfekcije celične linije NTERA2/D1 s transfekcijskim reagentom X-
tremeGENE 9 v razmerju 1:3. Fotografije so bile posnete s kamero na fluorescenčnem 
mikroskopu Zeiss Axio Observer, 48 ur po transfekciji s plazmidom spCas9. A: Celice 
NTERA2/D1  transfecirane s plazmidom spCas9, slikane pod belo svetlobo. B: Fluorescenca 
celic iz A. C: Kombinacija slik A in B. D: Kontrolne netransfecirane celice NTERA2/D1, slikane 
pod belo svetlobo. E: Fluorescenca celic iz B. F: Kombinacija slik D in E. 
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4.7 Selekcija celic   
48 ur po transfekciji smo naredili prvo selekcijo celic, pri kateri smo ločili celice, ki so 
sprejele spCas9 plazmid od ostalih. Celice smo selekcionirali s celičnim sorterjem na 
podlagi zelene fluorescence, saj se zapis za EGFP nahaja na plazmidu spCas9. Analiza 
vzorcev je potekala z laserjem z valovno dolžino 488 nm in 100 mW ter detektorji FSC, 
SSC in FL1. Pridobivanje podatkov in analiza sortiranja sta bila opravljena s programom 
ProSort Software. Najprej smo s cikličnim načinom delovanja naprave s kontrolnimi 
netransfeciranimi celicami določili vse potrebne parametre, vključno z voltažo za FSC, 
SSC in FL1, da smo zagotovili optimalno ločitev med celicami. Na točkovnem diagramu 
FSC/SSC smo z izbrano regijo R1 (slika 17A) označili populacijo celic, ki po velikosti in 
granuliranosti, ustrezajo zdravim celicam. Z določitvijo regije R1 smo iz nadaljnje analize 
odstranili celični debri, ki se nahaja v levem spodnjem kotu diagrama in ga sestavljajo 
ostanki celic ter drugi manjši delci. S pomočjo analize relativne višine signala v 
primerjavi z relativno širino signala celic, ki so se nahajale v regiji R1, smo na točkovnem 
diagramu FSC Height/FSC Width označili regijo R2 (slika 17B) v kateri so se nahajale 
samo posamične celice.  
Glede na to, da je bil glavni parameter selekcije fluorescenca, ki jo transfecirane celice 
oddajajo po vzbujanju z laserjem z valovno dolžino 488 nm, smo morali s kontrolnim 
vzorcem določiti delež intrinzične avtoflourescence celic. Avtofluorescenca je naravna 
fluorescenca, ki jo oddajajo celični organeli, kot so mitohondriji in lizosomi ter ciklične 
spojine, kot so NADPH, riboflavin in aromatske aminokisline. Intenziteta 
avtofluorescence se zato lahko razlikuje od celice do celice glede na trenutno vsebnost 
omenjenih celičnih spojin in organelov. Večino avtofluorescence lahko zaznamo pri 
krajših valovnih dolžinah, pri čemer pride do največje absorbcije pri 350-500 nm in 
emisije pri 350-550 nm. To še posebej velja za sesalske celične linije, ki vsebujejo veliko 
spojin, ki absorbirajo lasersko svetlobo z valovno dolžino 488 nm in emitirajo v 
FITC/EGFP spektru [67, 68]. 
Na posameznih celicah, ki so se nahajale v obeh predhodno oblikovanih regijah                
(R2 < R1), smo izmerili intenziteto avtofluorescence kontrolnega vzorca in s tem določili 
še zadnji dve regiji R3 in R4 (slika 17C). Regijo R3 smo razširili do te mere, da smo zajeli 
vse vrednosti intenzitete fluorescence kontrolnih celic ter s tem jasno določili mejo za 
kasnejše ločevanje med celicami, ki so le šibko izražale EGFP in celicami brez plazmida 
a z visoko intenziteto avtofluorescence. Na koncu smo z vsemi izbranimi regijami v 
programu določili še logiko sortiranja ter izbrali posamezne izhode za EGFP-pozitivne in 
EGFP-negativne celice. Način sortiranja smo nastavili na »Obogatitveno sortiranje« 
(angl. Enrich), s katerim je naprava sortirala vse pozitivne dogodke (celice, ki so se 
nahajale v regijah R1, R2 in R4) ne glede na to ali so bili negativni dogodki (celice, ki so 
se nahajale v regijah R1, R2 in R3) v bližini. Nastavitev te funkcije nam je omogočila 
pridobiti maksimalno število EGFP-pozitivnih celic, s tem, da smo tvegali pri čistosti 
vzorca, saj so se v njem lahko nahajale tudi EGFP-negativne celice, ki so se nahajale 
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preblizu pozitivnim. Odločitev smo sprejeli zaradi pričakovane nizke učinkovitosti 
transfekcije in ker bi se v vzorcu kljub temu nahajal zanemarljiv delež EGFP-negativnih 
celic v primerjavi z EGFP- pozitivnimi. 
 
Slika 17: Prikaz izbranih regij na točkovnih diagramih in na grafu intenzitete fluorescence 
pri sortiranju kontrolnega netransfeciranega vzorca celic SH-SY5Y.  A: Točkovni diagram 
FSC/SSC, ki nam omogoča razločevanje med celicami različnih velikosti in granuliranosti, in 
izbrana regija R1 (zelena) s celicami, ki jih želimo v nadaljnji analizi. B: Točkovni diagram FSC 
Height/FSC Width, ki nam omogoča razločevanje med posamičnimi celicami in skupki dveh ali 
več celic, in izbrana regija R2 (zelena) s celicami, ki jih želimo v nadaljnji analizi. C: Graf 
intenzitete avtofluorescence netransfeciranih celic in izbrane regije R3 (zelena) za GFP-negativne 
celice ter R4 (rumena) za GFP-pozitivne celice. 
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S takimi nastavitvami smo nato začeli s sortiranjem transfeciranih celic. Med sortiranjem 
smo se odločili, da regijo R1 na točkovnem diagramu FSC/SSC (slika 18A) povečamo 
do te mere, da obsega vse celice, ne glede na njihovo velikost in granuliranost, saj smo 
želeli pridobiti čim večje število transfeciranih celic. Celična morfologija je namreč zelo 
dinamična in hitro spremenljiva glede na spremembe znotraj in izven celičnega okolja. 
Predpostavili smo, da je transfekcija in posledično izražanje proteinov iz plazmidov lahko 
imelo vpliv na celično morfologijo, zato smo regijo R1 povečali in nismo bili tako striktni 
pri tem parametru, ki ga določa točkovni diagram FSC/SSC. Kljub temu, da smo regijo 
R1 izjemno povečali, smo iz nadaljnje analize izločili celični debri, ki se je nahajal v 
levem spodnjem kotu. Velikosti ostalih regij (slika 18B in 18C) R2, R3 in R4 nismo 
spreminjali ter na tak način samo povečali populacijo celic iz regije R1, ki so bile 
podvržene nadaljnji analizi v ostalih predhodno določenih regijah. Po enakem postopku 
smo sortirali tudi celice NTERA2/D1.  
Od vseh sortiranih celic SH-SY5Y je bilo EGFP-pozitivnih celic 8,46 %, EGFP-
negativnih pa 51,24 %. Če statistično pogledamo samo celice SH-SY5Y, ki so se nahajale 
v regijah R1 in R2 pa je bilo EGFP-pozitivnih celic 14,05 % , EGFP-negativnih pa       
85,17 %. Pri sortiranju celic NTERA2/D1 pa je bil rezultat občutno slabši. Od vseh 
sortiranih celic NTERA2/D1 je bilo EGFP-pozitivnih samo 1,18 %, EGFP-negativnih pa 
65,57 %.  
24 ur po sortiranju smo z GFP-pozitivnimi celicami začeli še z drugo selekcijo z 
antibiotikom higromicinom. Selekcija je trajala tri dni, pri čemer je pri celicah SH-SY5Y 
umrlo približno 90 % celic. Pri NTERA2/D1 so vsakokrat umrle vse celice, zato smo 
poskuse nadaljevali samo z nevroblastomsko celično linijo. 
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Slika 18: Prikaz izbranih regij na točkovnih diagramih in na grafu intenzitete fluorescence 
pri sortiranju transfeciranega vzorca celic SH-SY5Y.  A: Točkovni diagram FSC/SSC, ki nam 
omogoča razločevanje med celicami različnih velikosti in granuliranosti, in izbrana regija R1 
(zelena) s celicami, ki jih želimo v nadaljnji analizi. B: Točkovni diagram FSC Height/FSC 
Width, ki nam omogoča razločevanje med posamičnimi celicami in skupki dveh ali več celic, in 
izbrana regija R2 (zelena) s celicami, ki jih želimo v nadaljnji analizi. C: Graf intenzitete 
fluorescence transfeciranih celic in izbrane regije R3 (zelena) za GFP-negativne celice ter R4 
(rumena) za GFP-pozitivne celice. 
4.8 Preverjanje monoklonalnih celičnih kolonij po selekciji 
Celice, ki so preživele obe selekciji, smo razredčili do posameznih in iz njih namnožili 
monoklonalne celične kolonije. S tem smo dosegli, da so v vsaki koloniji vse celice 
genetsko enake, kar bi nam v primeru potrjene delecije pri določeni koloniji zagotavljajo, 
da smo uspešno ustvarili celično linijo, v kateri imajo vse celice izbito gensko gručo 
SNORD116. Ko so bile posamezne kolonije dovolj številčne, smo iz polovice celic vsake 
kolonije izolirali genomsko DNA in s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi preverili ali 
A B 
C 
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je bilo izbitje genske gruče SNORD116 uspešno. Načrtali smo dva para začetnih 
oligonukleotidov, pri čemer je vsak par nalegal ob enem od predvidenih mestih preloma 
DNA s Cas9, tako da je bil en začetni oligonukleotid izven deletirane regije, drugi pa 
znotraj deletirane regije. Specifičnost načrtanih začetnih oligonukleotidov smo preverili 
s spletnim programskim orodjem PRIMER-BLAST [62], ki nam je dal podatke o tem, 
kakšne velikosti fragmentov lahko pričakujemo po PCR in ali bodo začetni 
oligonukleotidi nalegali tudi na kakšno drugo mesto v genomu. Če do delecije ni prišlo, 
naj bi se pri PCR s prvim parom začetnih oligonukleotidov pomnožil fragment dolg 243 
bp, medtem ko z drugim parom začetnih oligonukleotidov pa fragment dolg 408 bp.  
Iz rezultatov elektroforezne analize produktov PCR s prvim parom začetnih 
oligonukleotidov, ki nalegata navzgor in navzdol od predvidenega cepitvenega mesta v 
bližini SNORD116-1, lahko vidimo, da delecija ni bila uspešna pri nobeni od testiranih 
kolonij (slika 17). Pri vseh vzorcih je namreč vidna zelo močna lisa med 200 in 300 bp, 
ki ustreza predvideni dolžini fragmenta (slika 19, žepki 3-18). V primeru, da bi pri kateri 
od testiranih kolonij prišlo do delecije genske gruče SNORD116, bi se na genomsko DNA 
vezal samo en začetni oligonukleotid in posledično produkta amplifikacije ne bi bilo. Pri 
določenih vzorcih je mogoče videti tudi druge lise poleg tiste pri 243 bp, ki so verjetno 
posledica nespecifičnega naleganja oligonukleotidov na druga mesta na genomski DNA. 
Kontrolni vzorec je po pričakovanju prazen (slika 19, žepek 2).  
 
Slika 19: Elektroforezna analiza produktov PCR s prvim parom začetnih oligonukleotidov 
(F1_SNORD116 in R1_SNORD116). Elektroforezna analiza je potekala na 1 % agaroznem 
gelu 60 min pri 120 V. Razporeditev po žepkih: 1 – standard velikosti, 2 – kontrolni vzorec brez 
genomske DNA, 3-18 – vzorci z genomsko DNA izolirano iz monoklonalnih celičnih kolonij. 
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Z rezultati elektroforezne analize produktov PCR z drugim parom začetnih 
oligonukleotidov, ki nalegata navzgor in navzdol od predvidenega cepitvenega mesta v 
bližini SNORD116-30, smo samo še potrdili, kar smo opazili že na prvem gelu (slika 20). 
Pri vseh vzorcih, razen pri enem, je namreč vidna zelo močna lisa pri 400 bp, ki ustreza 
predvideni dolžini fragmenta in potrjuje, da delecija ni bila uspešna (slika 20, žepki 3-
13,15-18). Tudi tukaj bi v primeru delecije bil produkt amplifikacije izrazito manj viden, 
kot je na našem gelu pri omenjenih vzorcih. Podobno kot na sliki prejšnjega gela (slika 
19) je pri določenih vzorcih tudi tukaj mogoče videti druge nespecifične lise, poleg tiste 
pričakovane pri 400 bp. Kontrolni vzorec je po pričakovanju prazen (slika 20, žepek 2). 
Samo en vzorec na gelu ne vsebuje nobene lise in je rezultat analize enak, kot pri 
kontrolnem vzorcu v katerem ni genomske DNA, zato predvidevamo, da je pri tem vzorcu 
prišlo do napake pri pipetiranju komponent reakcijske mešanice (slika 20, žepek 14). Tak 
rezultat pa bi lahko bil tudi posledica delovanja sistema scCRISPR, ki je povzročil DSB 
v bližini SNORD116-30. Pri popravljanju DSB so večkrat prisotne številne indel 
mutacije, kar bi lahko povzročilo, da se dizajnirani začetni oligonukleotid ni vezal na 
predvideno mesto. Kljub morebitnemu delovanju ene izmed sgRNA, izbitje genske gruče 
SNORD116 pri omenjeni koloniji ni bilo uspešno, saj bi bil v primeru delecije isti žepek 
(ki vsebuje genomsko DNA iz iste kolonije) prazen tudi pri elektroforezni analizi 
produktov PCR s prvim parom začetnih oligonukleotidov, kjer pa lahko opazimo zelo 
močno liso pri pričakovani velikosti produkta (slika 19, žepek 14).  
 
Slika 20: Elektroforezna analiza produktov PCR z drugim parom začetnih oligonukleotidov 
(F2_SNORD116 in R2_SNORD116). Elektroforezna analiza je potekala na 1 % agaroznem gelu 
60 min pri 120 V. Razporeditev po žepkih: 1 – standard velikosti, 2 – kontrolni vzorec brez 
genomske DNA, 3-18 – vzorci z genomsko DNA izolirano iz monoklonalnih celičnih kolonij. 
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Poleg rezultatov produktov PCR, ki smo jih pridobili z genomsko DNA iz šestnajstih 
kolonij (prikazani na slikah 19 in 20), smo jih analizirali še dvajset, a je bil rezultat pri 
vseh enak. Za negativni končni rezultat je nedvomno primarno kriva nizka učinkovitost 
transfekcije, ki smo jo opazili že pri prvi selekciji celic. Kljub obsežni predhodni 
optimizaciji, nam ni uspelo doseči zadovoljive učinkovitosti, kar se je kasneje poznalo 
tudi pri končnem rezultatu.  
Metoda scCRISPR je sicer hitra in učinkovita, a le v primeru, da je uspešen tudi vnos 
vseh komponent, ki omogočajo njegovo pravilno delovanje [51, 69]. Težava pri metodi 
je, da čeprav so celice lahko sprejele tako plazmid sgPal kot tudi spCas9 in preživele obe 
selekciji, obstaja še vedno velika verjetnost, da se niso transfecirale z nobeno od 
podaljšanih matric za sgRNA. V takem primeru, cepitev tarčne genomske DNA sploh ne 
bi potekla in bi transkript iz plazmida sgPal v kompleksu z nukleazo Cas9 cepil sam svojo 
sekvenco, dokler plazmida ne bi razgradile znotrajcelične nukleaze ali bi se preprosto 
izgubila med podvajanjem celic iz generacije v generacijo. Eden izmed možnih scenarijev 
je tudi, da so nekatere celice sprejele oba plazmida in samo eno od podaljšanih matric za 
sgRNA. Na ta način bi po rekombinaciji s plazmidom sgPal dobili funkcionalno sgRNA 
z ogrodnim zaporedjem za vezavo v kompleks s Cas9, ki bi cepil tarčno DNA. Kljub temu 
pa, ker bi se genomska DNA cepila samo na eni točki. Izbitje celotne genske gruče 
SNORD116 v tem primeru ne bi bilo mogoče, saj bi se prelom popravil po mehanizmu 
NHEJ. Predvidevamo tudi, da je bil določen del celic po obeh selekcijah brez plazmida 
spCas9, zaradi načina sortiranja, za katerega smo se odločili pri prvi selekciji. Pri 
sortiranju transfeciranih celic smo izbrali funkcijo »Obogatitveno sortiranje« (angl. 
Enrich), s katero smo napravi določili, da sortira vse GFP-pozitivne celice, ne glede na 
to če so GFP-negativne celice v bližini, kar je definitivno do določene mere vplivalo na 
čistost vzorca. Za tak način smo se odločili, ker smo pričakovali nizko učinkovitost 
transfekcije in ker smo predpostavljali, da bo GFP-negativnih celic v sortiranem vzorcu 
relativno malo v primerjavi z GFP-pozitivnimi.  
S standardnimi metodami sistema CRISPR/Cas9, ki bi v našem primeru vključevale dva 
klonirana plazmida s posameznimi sgRNA in nukleazo Cas9 ali dve sintetični sgRNA in 
plazmid z nukleazo Cas9, bi sicer v celice potrebovali vnesti nekoliko manj DNA, kot z 
metodo scCRISPR. Kljub temu, menimo, da bi pri tovrstnih poskusih imeli podobne 
težave, saj je bila učinkovitost transfekcije s transfekcijskimi reagenti pri obeh celičnih 
linijah izjemno nizka in je količina DNA, ki bi ga morali vnesti v celice tudi za standardni 
protokol CRISPR/Cas9, še vedno velika. Manj DNA in posledično večjo učinkovitost 
transfekcije bi lahko dosegli z uporabo sintetičnega himernega protismernega 
oligonukleotida (angl. antisense oligonucleotide, ASO), ki bi v celičnem okolju inhibiral 
funkcijo tarčnih transkriptov. Ta eksogena modulacija se je izkazala za učinkovito pri 
utišanju številnih snoRNA tako in vitro kot in vivo [70, 71].  ASO bi se v našem primeru 
vezal na komplementarno zaporedje in tvoril heteroduplekse z SNORD116 snoRNA, ki 
bi jih prepoznala RNaza H in posledično povzročila cepitev RNA [27]. V takem primeru 
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ne bi prišlo do popolne in trajne izgube funkcije SNORD116, kot bi to dosegli s celičnimi 
linijami z izbito gensko gručo, ampak bi le prehodno in ne popolnoma utišali transkripte 
iz SNORD116 lokusa. Poleg tega, bi pri dizajniranju zaporedja ASO morali izbrati eno 
izmed tridesetih sekvenc v genski gruči, ki med sabo niso popolnoma homologne, kar bi 
še dodatno zmanjšalo učinkovitost sistema. Zaradi navedenih razlogov, smo se odločili, 
da bomo poskuse nadaljevali z metodo CRISPR/Cas9, pri kateri bomo skušali poiskati 
bolj učinkovite načine vnosa večjih količin DNA. 
Glede na to, da konvencionalne metode transfekcije niso delovale, smo se odločili, da 
bomo poizkusili z nekonvencionalnimi. V literaturi je večkrat omenjeno, da je pri 
transfekciji nevronalnih celičnih linij najbolj učinkovita metoda nukleofekcija. S to 
metodo, se namreč izognemo večji stopnji umrljivosti celic, ki je pri elektroporaciji 
pogosta, saj pride pri slednji do preluknjanja membrane z električnimi impulzi, ki 
omogočijo vstop DNA v citoplazmo ter posledično tudi pufra, ki obdaja celice. Z 
nukleofekcijo odpravimo to težavo, saj metoda uporablja glede na celični tip specifične 
kombinacije električnih tokov in raztopin, ki povečajo preživetje celic. Čeprav metoda 
omogoča visoko učinkovitost transfekcije z nizko toksičnostjo za celice, je za njeno 
izvedbo potrebna draga oprema in material [72].  
Iz tega razloga smo se odločili, da bomo eksperiment nadaljevali s transdukcijo 
komponent sistema CRISPR/Cas9  v celice. Z virusnimi vektorji lahko dosežemo 
učinkovitejši vnos DNA v celice z manjšo umrljivostjo [65]. V nasprotju z drugimi 
kemijskimi in fizikalnimi metodami, ki celice lahko poškodujejo ali pa zanje ustvarijo 
toksično okolje, virusi izrabijo receptorje na celični membrani za fuzijo in vstop v 
citoplazmo ter jedrni transportni kompleks gostiteljske celice za prenos DNA v jedro [73]. 
Za kloniranje virusnega vektorja smo izbrali sistem, ki nam je omogočal, da smo na koncu 
imeli na enem samem vektorju zapis za nukleazo Cas9 in obe sgRNA, kar pomeni, da se 
bojo transkripti sočasno izražali. Po protokolu za kloniranje smo po številnih restrikcijah, 
reakciji po Gibsonu in končni ligaciji dobili lentivirusni CRISPR ekspresijski vektor, na 
katerem je imela vsaka sgRNA svoj U6 promotor [74]. Na ta način smo uspešno pripravili 
lentivirusni vektor z vsemi komponentami sistema CRISPR/Cas9, ki ga bomo v 
nadaljnjih eksperimentih uporabili za delecijo genske gruče SNORD116 v sesalskih 
celicah NTERA-2/D1 in SH-SY5Y.  
  
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
56 
 
 
  
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
57 
 
5 Zaključek  
Že od odkritja dvojne vijačnice DNA so raziskovalci razmišljali o potencialu 
spreminjanja genoma z mestno-specifičnimi mutacijami. Danes, skoraj 70 let od tega, je 
CRISPR/Cas9 nepogrešljiva metoda, ki se jo uporablja pri rutinskem delu v vseh 
laboratorijih za ustvarjanje modelnih celičnih linij in organizmov. Tehnologija je 
predvsem uporabna za rekreacijo modelov bolezenskega stanja, s katerimi si lahko 
pomagamo pri odkrivanju molekularnega ozadja bolezni na ravni celic in organizmov. 
PWS je ena izmed najbolj kompleksnih genetskih bolezni, ki prizadene številne telesne 
sisteme. Kljub temu, da ne poznamo še točnega molekularnega mehanizma, ki vodi v 
razvoj PWS, nam številne študije z mikrodelecijami potrjujejo, da ima genska gruča 
SNORD116 osrednjo vlogo pri patofiziologiji bolezni. Ravno iz tega razloga je ena izmed 
najpomembnejših nalog raziskav na tem področju določitev biološke funkcije 
SNORD116.  
V diplomskem delu smo želeli ustvariti celični liniji NTERA-2/D1 in SH-SY5Y z izbitimi 
genskimi gručami SNORD116, ki bi služili kot osnova za nadaljnje raziskovanje in 
validiranje najbolj verjetnih potencialnih tarč te enigmatične genske gruče. V sklopu dela 
smo načrtali specifična vmesniška zaporedja sgRNA za tarčno izbitje genske gruče 
SNORD116, pripravili vse komponente za metodo scCRISPR ter skušali optimizirati 
učinkovitost transfekcije z različnimi transfekcijskimi reagenti in elektroporacijo. Kljub 
obsežni optimizaciji, je bila učinkovitost transfekcije nizka pri obeh celičnih linijah, kar 
je bil tudi glavni razlog za to, da delecija na regiji PWS z metodo scCRISPR, ni bila 
uspešna.  
Čeprav nam ni uspelo ustvariti želenih celičnih modelov z izbitimi genskimi gručami 
SNORD116, smo uspešno vzpostavili sistem in metode potrebne za spreminjanje genoma 
s sistemom CRISPR/Cas9 ter optimizirali metode za preverjanje vnosa mutacij, 
generiranja posameznih klonov in metode za selekcioniranje večjega števila klonov. 
Poleg tega pa smo kot alternativen način vnosa pripravili tudi lentivirusne vektorje za 
vnos sistema CRISPR/Cas9 z virusi, s katerimi bomo v nadaljnjih poskusih skušali 
ustvariti celični liniji NTERA-2/D1 in SH-SY5Y z izbitimi genskimi gručami 
SNORD116. Razvoj ustreznih celičnih modelov bo služil kot podlaga za nadaljnje 
odkrivanje celičnih procesov, v katere je vpletena družina SNORD116 in posledično 
razumevanju molekularnega mehanizma PWS. Podrobno poznavanje molekularnih 
patomehanizmov PWS bo v prihodnosti olajšalo razvoj učinkovitih terapij za zdravljenje 
te kompleksne genetske bolezni. 
  
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
58 
 
 
 
 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
59 
 
6 Literatura  
[1] R. Heksch, M. Kamboj, K. Anglin, K. Obrynba: Review of Prader-Willi 
syndrome : the endocrine approach. Transl Pediatr. 2017, 6, 274–285. 
[2] S. B. Cassidy, D. J. Driscoll: Prader-Willi syndrome. Eur J Hum Genet. 2009, 17, 
3–13. 
[3] Y. Kim, S. E. Wang, Y.-H. Jiang: Epigenetic therapy of Prader–Willi syndrome. 
Transl Res. 2019, 208, 105–118. 
[4] M. G. Butler, A. M. Manzardo, J. Heinemann, J. Loker, B. Sciences, K. City: 
Causes of Death in Prader-Willi Syndrome: Prader-Willi Syndrome Association 
(USA) 40-Year Mortality Survey. Genet Med. 2017,19, 635–642. 
[5] G. Muscogiuri, G. Formoso, G. Pugliese, R. M. Ruggeri, E. Scarano: Prader- Willi 
syndrome : An uptodate on endocrine and metabolic complications. Rev Endocr 
Metab Disord. 2019, 20, 239–250. 
[6] Prader-Willi Syndrome. Gene Reviews. Dostopno na naslovu:  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1330/ (pridobljeno 6.6.2020) 
[7] F. Zink, et al.: Insights into imprinting from parent-of-origin phased methylomes 
and transcriptomes. Nat Genet. 2018, 50, 1542–1552. 
[8] A. P. Goldstone: Prader-Willi syndrome: Advances in genetics, pathophysiology 
and treatment. Trends Endocrinol Metab. 2004, 15, 12–20. 
[9] S. Zahova, A. R. Isles: The Role of the Prader-Willi Syndrome Critical Interval for 
Epigenetic Regulation: Transcription and Phenotype. Epigenomes. 2018, 2, 1–8. 
[10] M. A. Angulo, M. G. Butler, M. . E. Cataletto: Prader ‑ Willi syndrome : a review 
of clinical, genetic, and endocrine findings. J Endocrinol Invest. 2015, 38, 1249–
1263. 
[11] A. Smith, D. Hung: The dilemma of diagnostic testing for Prader-Willi syndrome. 
Transl Pediatr. 2017, 6, 46–56. 
[12] J. Cavaillé: Box C/D small nucleolar RNA genes and the Prader-Willi syndrome: 
a complex interplay. WIREs RNA. 2017, 8, e1417. 
[13] T. Sahoo, et al.: Prader-Willi phenotype caused by paternal deficiency for the 
HBII-85 C / D box small nucleolar RNA cluster. Nat Genet. 2008, 40, 719–721. 
[14] A. J. de Smith, et al.: A deletion of the HBII-85 class of small nucleolar RNAs 
(snoRNAs) is associated with hyperphagia, obesity and hypogonadism. Hum Mol 
Genet. 2009, 18, 3257–3265. 
 
 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
60 
 
[15] A. L. Duker, et al.: Paternally inherited microdeletion at 15q11.2 confirms a 
significant role for the SNORD116 C/D box snoRNA cluster in Prader-Willi 
syndrome. Eur J Hum Genet. 2010, 18, 1196–1201. 
[16] M. G. Butler, S. L. Christian, T. Kubota, D. H. Ledbetter: A 5-Year-Old White 
Girl With Prader-Willi Syndrome and a Submicroscopic Deletion of Chromosome 
15q11q13. Am J Med Genet. 1996, 65, 137–141. 
[17] E. Bieth, et al.: Highly restricted deletion of the SNORD116 region is implicated 
in Prader-Willi syndrome. Eur J Hum Genet. 2015, 23, 252–255. 
[18] H. Wu, et al.: Unusual Processing Generates SPA LncRNAs that Sequester 
Multiple RNA Binding Proteins Article Unusual Processing Generates SPA 
LncRNAs that Sequester Multiple RNA Binding Proteins. Mol Cell. 2016, 64, 
534–548. 
[19] F. Ding, et al.: Lack of Pwcr1 / MBII-85 snoRNA is critical for neonatal lethality 
in Prader – Willi syndrome mouse models. Mamm Genome. 2005, 16, 424–431. 
[20] Y. Stelzer, I. Sagi, O. Yanuka, R. Eiges, N. Benvenisty: The noncoding RNA IPW 
regulates the imprinted DLK1 - DIO3 locus in an induced pluripotent stem cell 
model of Prader-Willi syndrome. Nat Genet. 2014, 46, 551–557. 
[21] Y. Qi, et al.: Snord116 is critical in the regulation of food intake and body weight. 
Sci Rep. 2016, 6, 18614. 
[22] J. Kufel, P. Grzechnik: Small Nucleolar RNAs Tell a Different Tale. Trends Genet. 
2019, 35, 104–117. 
[23] S. Massenet, E. Bertrand, C. Verheggen: Assembly and trafficking of box C / D 
and H / ACA snoRNPs. RNA Biol. 2017,14, 680–692. 
[24] Q. F. Yin, et al.: Long Noncoding RNAs with snoRNA Ends. Mol Cell. 2012, 48, 
219–230. 
[25] N. J. Watkins, M. T. Bohnsack: The box C / D and H / ACA snoRNPs : key players 
in the modification, processing and the dynamic folding of ribosomal RNA. Wiley 
Interdiscip Rev. 2012, 3, 397–414. 
[26] M. Falaleeva, J. R. Welden, M. J. Duncan, S. Stamm: C/D-box snoRNAs form 
methylating and non-methylating ribonucleoprotein complexes: Old dogs show 
new tricks. Bioessays. 2017, 39, 139–148. 
[27] T. Bratkovič, J. Bozič, B. Rogelj: Functional diversity of small nucleolar RNAs. 
Nucleic Acids Res. 2020, 48, 1627–1651. 
[28] S. Kishore, S. Stamm: The snoRNA HBII-52 Regulates Alternative Splicing of the 
Serotonin Receptor 2C. Science. 2006, 311, 230–232. 
[29] T. Bratkovič, M. Modic, G. Camargo Ortega, M. Drukker, B. Rogelj: Neuronal 
differentiation induces SNORD115 expression and is accompanied by post-
transcriptional changes of serotonin receptor 2c mRNA. Sci Rep. 2018, 8, 1–11. 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
61 
 
[30] F. Ding, et al.: SnoRNA Snord116 ( Pwcr1 / MBII-85 ) Deletion Causes Growth 
Deficiency and Hyperphagia in Mice. PLoS One. 2008, 3, e1709. 
[31] M. Runte, R. Varon, D. Horn, B. Horsthemke, K. Buiting: Exclusion of the C/D 
box snoRNA gene cluster HBII-52 from a major role in Prader-Willi syndrome. 
Hum Genet. 2005, 116, 228–230. 
[32] Y. Soeno, Y. Taya, T. Stasyk, L. A. Huber, T. Aoba, A. Hüttenhofer: Identification 
of novel ribonucleo-protein complexes from the brain-specific snoRNA MBII-52. 
RNA. 2010, 16, 1293–1300. 
[33] F. Dupuis-Sandoval, M. Poirier, M. S. Scott: The emerging landscape of small 
nucleolar RNAs in cell biology. Wiley Interdiscip Rev RNA. 2015, 6, 381–397. 
[34] R. C. Gallagher, B. Pils, M. Albalwi, U. Francke: Evidence for the Role of PWCR1 
/ HBII-85 C / D Box Small Nucleolar RNAs in Prader-Willi Syndrome. Am J Hum 
Genet. 2002, 71, 669–678. 
[35] C. Chen, R. Perasso, L. Qu, L. Amar: Exploration of pairing constraints identifies 
a 9 base-pair core within box C/D snoRNA-rRNA duplexes. Mol Biol. 2007, 369, 
771–783. 
[36] T. S. Rozhdestvensky, et al.: Maternal transcription of non-protein coding RNAs 
from the PWS-critical region rescues growth retardation in mice. Sci Rep. 2016, 6, 
20398. 
[37] B. V Skryabin, et al.: Deletion of the MBII-85 snoRNA Gene Cluster in Mice 
Results in Postnatal Growth Retardation. PLoS Genet. 2007, 3, e235. 
[38] M. Falaleeva, J. Surface, M. Shen, P. de la Grange, S. Stamm: SNORD116 and 
SNORD115 change expression of multiple genes and modify each other’s activity. 
Gene. 2015, 572, 266–273. 
[39] R. L. Coulson, W. T. Powell, D. H. Yasui, G. Dileep, J. Resnick, J. M. Lasalle: 
Prader – Willi locus Snord116 RNA processing requires an active endogenous 
allele and neuron-specific splicing by Rbfox3 / NeuN. Hum Mol Genet. 2018, 27, 
4051–4060. 
[40] W. T. Powell, et al.: A Prader – Willi locus lncRNA cloud modulates diurnal genes 
and energy expenditure. Hum Mol Genet. 2013, 22, 4318–4328. 
[41] H. Jorjani, et al.: An updated human snoRNAome. Nucleic Acids Res. 2016, 44, 
5068–5082. 
[42] M. Shen, et al.: Direct cloning of double-stranded RNAs from RNase protection 
analysis reveals processing patterns of C / D box snoRNAs and provides evidence 
for widespread antisense transcript expression. Nucleic Acids Res. 2011, 39, 9720–
9730. 
[43] J. A. Doudna, E. Charpentier: The new frontier of genome engineering with 
CRISPR-Cas9. Science. 2014, 346, 1258096. 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
62 
 
[44] M. Lichten, A. S. H. Goldman: Meiotic recombination hotspots. Annu Rev Genet. 
1995, 29, 423–444. 
[45] K. N. Smith, A. Nicolas: Recombination at work for meiosis. Curr Opin Genet  
Dev. 1998, 8, 200–211. 
[46] N. Savić, G. Schwank: Advances in therapeutic CRISPR/Cas9 genome editing. 
Transl Res. 2016, 168, 15–21. 
[47] F. A. Ran, P. D. Hsu, J. Wright, V. Agarwala, D. A. Scott, F. Zhang: Genome 
engineering using the CRISPR-Cas9 system. Nat Protoc. 2013, 8, 2281–2308. 
[48] M. Jinek, K. Chylinski, I. Fonfara, M. Hauer, J. A. Doudna, E. Charpentier: A 
Programmable Dual-RNA-Guided DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial 
Immunity. Science. 2012, 337, 816–821. 
[49] K. S. Makarova, et al.: Evolutionary classification of CRISPR–Cas systems: a 
burst of class 2 and derived variants. Nat Rev Microbiol. 2020, 18, 67–83. 
[50] F. Jiang, J. A. Doudna: CRISPR – Cas9 Structures and Mechanisms. Annu Rev 
Biophys. 2017, 46, 505–529. 
[51] M. Arbab, S. Srinivasan, T. Hashimoto, N. Geijsen, R. I. Sherwood: Cloning-free 
CRISPR. Stem Cell Reports. 2015, 5, 908–917. 
[52] S. J. Pleasure, V. M. Lee: NTera 2 Cells: A Human Cell Line Which Displays 
Characteristics Expected of a Human Committed Neuronal Progenitor Cell. J 
Neurosci Res. 1993, 35, 585–602. 
[53] P. Andrews, et al.: Pluripotent embryonal carcinoma clones derived from the 
human teratocarcinoma cell line Tera-2. Lab invest. 1984, 50, 147–162. 
[54] J. E. Celis, N. Carter, K. Simons, J. V. Small, T. Hunter, D. Shotton: Cell Biology: 
A Laboratory Handbook. Elsevier 2005, str. 183-189. 
[55] H. Xie, L. Hu, G. Li: SH-SY5Y human neuroblastoma cell line: in vitro cell model 
of dopaminergic neurons in Parkinson’s disease. Chin Med J. 2010, 123,1086–
1092. 
[56] J. Kovalevich, D. Langford: Considerations for the Use of SH-SY5Y 
Neuroblastoma Cells in Neurobiology. Methods Mol Biol. 2013, 1078, 9–21. 
[57] K. Labun, T. G. Montague, J. A. Gagnon, S. B. Thyme, E. Valen: CHOPCHOP 
v2 : a web tool for the next generation of CRISPR genome engineering. Nucleic 
Acids Res. 2016, 44, 272-276. 
[58] Custom Alt-R CRISPR-Cas9 guide RNA. Integrated DNA Technologies. Dostopno 
na naslovu: www.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_CUSTOM 
(pridobljeno 5.4.2019) 
[59] A. Ishii, A. Kurosawa, S. Saito, N. Adachi: Analysis of the role of homology arms 
in gene-targeting vectors in human cells. PLoS One. 2014,  9, e108236. 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
63 
 
[60] Agar plates with LB medium and ampicillin (50 μg/mL). Cold Spring Harb 
Protocols. Dostopno na naslovu: http://cshprotocols.cshlp.org/content/2011/2/ 
pdb.rec12396.full (pridobljeno 11.4.2019)  
[61] LB (Luria-Bertani) liquid medium. Cold Spring Harb Protocols. Dostopno na 
naslovu: http://cshprotocols.cshlp.org/content/2006/1/pdb.rec8141.full?text_only 
=true (pridobljeno 11.4.2019) 
[62] J. Ye, G. Coulouris, I. Zaretskaya, I. Cutcutache, S. Rozen, T. L. Madden: Primer-
BLAST : A tool to design target-specific primers for polymerase chain reaction. 
BMC Bioinformatics. 2012, 13, 134. 
[63] SNRPN. The Human Protein Atlas. Dostopno na naslovu: 
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000128739-SNRPN/cell (pridobljeno 
29.6.2020) 
[64] Transient Transfection. Thermo Fisher Scientific. Dostopno na naslovu: 
https://www.thermofisher.com/si/en/home/references/gibco-cell-culture-basics/ 
transfection-basics/transfection-methods/transient-transfection.html (pridobljeno 
29.6.2020) 
[65] D. Karra, R. Dahm: Transfection techniques for neuronal cells. J Neurosci. 2010, 
30, 6171–6177. 
[66] M. Zhang, S. Guller, Y. Huang: Method to Enhance Transfection Efficiency of 
Cell Lines and Placental Fibroblasts. Placenta. 2007, 28, 779–782. 
[67] V. L. Mosiman, B. K. Patterson, L. Canterero, C. L. Goolsby: Reducing cellular 
autofluorescence in flow cytometry: An in situ method. Cytometry. 1997, 30, 151–
156. 
[68] Autofluorescence. Bio-Rad. Dostopno na naslovu: https://www.bio-rad-
antibodies.com/flow-cytometry-autofluorescence.html (pridobljeno 26.7.2020) 
[69] E. G. Bochukova, et al.: A Transcriptomic Signature of the Hypothalamic 
Response to Fasting and BDNF Deficiency in Prader-Willi Syndrome. Cell Rep. 
2018, 22, 3401–3408. 
[70] T. Ideue, K. Hino, S. Kitao, T. Yokoi, T. Hirose: Efficient oligonucleotide-
mediated degradation of nuclear noncoding RNAs in mammalian cultured cells. 
RNA. 2009, 15, 1578–1587. 
[71] X. Liang, T. A. Vickers, S. Guo, S. T. Crooke: Efficient and specific knockdown 
of small non-coding RNAs in mammalian cells and in mice. Nucleic Acids Res. 
2011, 39, e13. 
[72]    S. Amini, M. K. White: Neuronal Cell Culture: Methods and Protocols. Humana 
Press 2013, str. 133–138. 
[73] S. Durand, A. Cimarelli: The Inside Out of Lentiviral Vectors. Viruses. 2011, 3, 
132–159. 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
64 
 
[74] J. A. Vidigal, A. Ventura: Rapid and efficient one-step generation of paired gRNA 
CRISPR-Cas9 libraries. Nat Commun. 2015, 6, 8083. 
Lea Knez, Izbitje genske gruče SNORD116 iz Prader-Willi lokusa v sesalskih celičnih linijah, 2020 
 
65 
 
Priloga 1: Plazmidna karta plazmida sgPal7 (Addgene 
#71484) 
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Priloga 2: Plazmidna karta plazmida pSpCas9(BB)-2A-
GFP (Addgene #48138) 
 
 
 
